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Figura 34. Variacao das respostas cromatogréaficas ao longo do tempo para os agrotdxicos no

extrato de polpa utilizando a QUEChERS.

Figura 35. Variacao das respostas cromatograficas ao longo do tempo para os agrotéxicos no

extrato de casca utilizando a ESL/PBT.

Figura 36. Variacao das respostas cromatogréficas ao longo do tempo para os agrotdxicos no

extrato de casca utilizando a QUEChERS.

Figura 37. Cromatogramas dos extratos das amostras comercias de: (A) polpa submetida a
ESL/PBT; (B) polpa submetida a QUEChERS; (C) casca submetida a ESL/PBT; (D) casca
submetida a QUEChERS.

Figura 38. Bananas utilizadas para o analise do estadio de maturacéo ao decorrer dos dias. A)
dia 1; B)dia 3; C)dia 5.
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RESUMO

ESQUIVEL HERNANDEZ, Adriana de los Angeles, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
marco de 2015Comparacdo de métodos multirresiduos para determinacdo de produtos
fitossanitarios em polpa e casca de banan@rientadora: Maria Eliana Lopes Ribeiro de
Queiroz. Coorientadores: Antonio Augusto Neves e André Fernando de Oliveira.

Este estudo buscou otimizar e validar a extracdo solido-liquido com particio em baixa
temperatura (ESL/PBT), adaptar e validar a extracdo QUEChERS (do inglés Quick Easy
Cheap Effective Rugged Safe Method) e comparar os dois métodos validados para
determinacdo de seis agrotdxicos (azoxistrobina, bifentrina, clorotalonil, clorpirifés
difenoconazok imazalil) na polpa e na casca de banana da cultura Prata, seguida da andlise
por cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons (CG/DCE). Os resultados
obtidos para os parametros analiticos avaliados mostraram eficiéncia adequada na etapa de
clean-up, tanto para a ESL/PBT, como para QUEChERS em ambas as matrizes. Em relag&o ao
efeito de matriz observou-se que os componentes da matriz influenciam na quantificacdo dos
agrotoxicos, sendo que cada composto apresentou comportamento distinto. Comparando as
curvas analiticas dos extratos utilizando a ESL/PBT e o QUEChERS, nao existem diferencas
significativas para nenhum dos agrotoxicos estudados. Os métodos apresentaram-se seletivos
para as duas matrizes. O coeficiente de correlacdo para ambos os métodesdf@abnnas

duas matrizes, indicando boa linearidade. Na polpa, a ESL/PBT apresentou menores valores
de limite de deteccéo (LD entre 2,1-5,7 ugkg quantificacdo (LQ entre 6,8-17,3 pgkg
comparado com 0 QUEChERS (LD entre 4,2-14,7 |itekgQ entre 12,9-44,6 pg kY. Para

a casca, 0 QUEChERS apresentou menores valores de limite de deteccéo (LD entre 3,1-14,7
ng kg') e quantificacdo (LQ entre 9,5-44,6 pg'kgomparado com a ESL/PBT (LD entre
3,0-29,8 pg kg e LQ entre 9,2-90,2 pg kY. Tanto a polpa como a cas&m ambos 0s
métodos, apresentaram limites de quantificacdo abaixo dos limites maximos de residuos
(LMR) estabelecidos pela Unido Europeia e Codex Alimentarius. Os métodos foram precisos,
apresentando coeficientes de variacdo entre 0,5%41&4 métodos se mostraram exatos

para a maioria dos agrotoxicos, tanto na polpa, como na casca da banana. Foi observado que,
de modo geral, as mudancas quimicas ocorridas nos diferentes estadios de maturacdo da
banana, ndo interferiram nas respostas cromatograficas dos agrotdxicos. Além disso, foi
observado também que os extratos obtidos em ambos os métodos se mantém estaveis por
mais de cinco semanas, independente da matriz. Os métodos validados podem ser aplicados
para determinacdo desses agrotdoxicos na banana inteira (polpa e casca) apresentando
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porcentagens de recuperacao entre 80,1%-14@%%nétodos validados foram aplicados em
amostras de banana adquiridas no comércio de Vigosa, utilizando tanto a ESL/PBT como o
QUEChERS, na polpa como na casca. Nao foram encontrados residuos dos agrotoxicos

estudados em nenhuma das amostras.
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ABSTRACT

ESQUIVEL HERNANDEZ, Adriana de los Angeles, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
March, 2015. Comparation of multiresidue methods for phytosanitary products
determination in banana’s pulp and peelAdviser: Maria Eliana Ribeiro Lopes de Queiroz.
Co-Advisers: Antbnio Augusto Neves and André Fernando de Oliveira.

This study aimed to optimize and validate the solid-liquid extraction with partition at low
temperature (SLE/PLT), adapt and validate QUEChERS extraction (Quick Easy Cheap
Effective Rugged Safe Method) and compare both of validated methods for determination of
six pesticides (azoxystrobin, bifenthrin, chlorothalonil, chlorpyrifos, difenoconazole and
imazalil) in banana’s pulp and peel, followed by gas chromatography with electron capture
detector (GC/ECD) analysis. The results for analytical parameters showed adequate efficiency
for the clean-up stage for both SLE/PLT, and QUEChERS in both matrixes. In relation to
marix effect has been observed that masigkomponents influence the quantification of
pesticides, each compound showed different behavior. Comparing analytical curves of the
extracts using SLE/PLT and QUEChERS, there are no significant differences for any of the
pesticides studied. The methods presented were selective for the two matrixes. The correlation
coefficients for both methods were for both matrixes wede995, indicating good linearity.

In pulp, SLE/PLT showed lower detection limits values [LBetween 2.1 to 5.7 ug kg™) and
quantification limits (LOQ between 6.8 to 17.3 pg kg™) compared to QUEChERS (LOD
between 4.2 to 14.7 ug kg™ and LQ between 12.9 to 44.6 ug kg™). For peel, QUEChERS
showed lower detection limit values (LOD between 3.144d lig kg™*) and quantification

limits (LOQ between 9.5 to 44.6 ug kg™) compared to SLE/PLTLOD between 3.0 to 29.8 pg

kg* and LQ between 9.2 to 90.2 pg kg™). Both, pulp and peel, with both methods, presented
guantification limits below the maximum residue limits (MRLs) established by the European
Union and Codex Alimentarius. The methods used were accurate, with coefficients of
variation between 0.5% -16.4%. The methods proved accurate for most pesticides, both in
banana’s pulp and peel. It was observed that, in general, the chemical changes occurring in
different banana ripening stages, did not interfere with chromatographic responses of
pesticides. Furthermore, it was also observed that the extracts obtained with both methods are
stable for more than five weeks, regardless of the matrix. Validated methods can be applied to
determination of these pesticides in the whole banana (peel and pulp) having recovery

percentages between 80.1% -140.1%. The validated methods were applied in banana samples

XVil



collected in Vigosa, using both SLE/PLT as QUEChERS, for both matrixes. No pesticide
residues were found in any of the samples studied.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento agricola ha cerca de 10.000 anos permitiu o estabelecimento de
grupos humanos, aumentando dessa forma a densidade populacional. O aumento das areas
cultivadas, no entanto, atraiu insetos, roedores, fungos e bactérias, que cora@tacamos
campos cultivadose alimentos armazenados, aumentando assim as populacdes dessas
espécies, que se tornaram pragas (BARBOSH4)20

Na antiguidade a utilizagdo de substancias quimicas usadas na agricultura surgiu
principalmente para combater insetos, mas foi no comeco do século XX que foram realizados
diversos estudos para a protecdo de plantas e com a segunda guerra mundial apareceram o
primeiros agrotoxicos sintéticos (MARQUES & LEMOS, 2006). A partir dai, nas décadas
seguintes se deu um aumento na producdo e sintese de novas substancias, principalmente
devido ao aumento da resisténcia dos insetos e a competicao industrial (LARA & BATISTA
1992.

No Brasil o uso de agrotéxicos na ultima década aumentou, sendo que entre 0os anos
2001 e 2008 a venda de agroquimicos passou de pouco mais de US$ 2 bilhdes para mais de
US$ 7 bilhdes e no ano 2009 o consumo no Brasil era de 15% das vendas de agrotoxicos no
planeta, tendo um consumo de US$ 7,2 bilhdes, o que representa 5,2 kg de produto por
habitante. Para o ano 2011 este mercado alcancou os US$ 8,5 bilhGes, com perspectiva de
alcancar até US$ 15 bilhdes (LONDRES, 2011; RADAR, 2012).

Mesmo que o0s agrotoxicos sejam empregados de modo correto, podem causar
problemas ecoldgicos, pela persisténcia no meio ambiente, de onde podem ser transferidos
para varias formas de vida e para os diversos compartimentos ambientais (terra, agua e ar)
causando problemas na saude publica, pela presenca de residuos em alimento# (LARA
BATISTA, 1992).

Devido a este risco potencial para a saude humana o Governo Federal do Brasil criou a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no ano 1999, sendo uma autarquia que
tem como campo de atuacao todos os setores relacionados a produtos e servigcos que possan
afetar a saude da populacdo brasileira. Atualmente, a ANVISA autoriza o uso de 2400
formulacbes de agrotoxicos em diversas culturas e de 490 ingredientes ativos, dos quais 29
ingredientes estdo autorizados para a cultura da banana (ANVISA, 2014).

Em 2001 o Governo Federal através da ANVISA, propds um Programa de Analise de

Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), com o objetivo de conferir se os alimentos

1
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comercializados apresentavaagrotoxicos autorizados em niveis de residuos dentro dos
Limites Maximos de Residuos (LMR) estabelecidos pela ANVISA nos alimentos de origem
vegetal que chegamo consumidor.Em 2013 o PARA ja havia analisado mais de 23.000
amostras ® 13 alimentos de origem vegetal, sendo constatado em seus relatorios que
algumas amostras tém mostrado niveis de contaminagdo com agrotoxicos acima dos limites
maximos permitidos pela legislacdo brasileira, bem como residuos de principios ativos nao
autorizados para determinadas culturas. Porém a banana ndo foi analisada em nenhum
periodo, apesar da importancia que tem no Brasil (ANVISA,)2014

A banana segundo a Organizag&o para Alimentos e Agricultura das Nac¢des Unidas
(FAO) é a quarta espécie de planta cultivada mais importante do mundo, depois dos principais
cereais e € a fruta mais consumida no Brasil. Pelo fato de ser uma das frutas mais populares,
relativamente barata, frente as demais, disponivel durante praticamente todo o ano e
encontrada na maioria dos estabelecimentos hortifritis do pais (FAOSTAT, 2014).

No mundo a producao de banana para o ano 2012 foi de 102 milhdes de toneladas, dos
quais 17 milhdes de toneladas foram produzidos na América do Sul (FAOSTAT, 2014). No
Brasil a producdo de banana foi de 6,9 milhdes de toneladas sendo o quinto pais com maior
producgédo (IBGE, 2012). Para o estado de Minas Gerais a producao foi de 687 293 toneladas
sendo o quarto estado com maior produgdo no pais (EMBRAPA, 2013). Para o ano de 2008 o
consumo foi de 7,68 kg por pessoa por ano (IBGE, 2008). Em funcao disso, a banana é uma
cultura que merece destaque. Sendo assim, selecionada como a matriz de analise.

Neste sentido, este trabalho pretende adaptar, otimizar e validar a técnica de extracao
sélido-liquido com particdo em baixa temperatura (ESL-PBT) para extracdo de agrotdxicos
em banana (casca e polpa) por cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons
(CG-DCE). Adaptar e validar laboratorialmente o método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged and Safe) desenvolvido pelo Laboratério Nacional Agropecuario - MG
(LANAGRO-MG) do Ministério da Agricultura em parceria com o Departamento de Quimica
da Universidade de Minas Gerais (UFMG) para determinacdo de agrotéxicos em banana.
Comparar as duas técnicas e aplicar as técnicas validadas em amostras de banana da cidade ¢
Vigcosa— MG. Os agrotoxicos estudados sdo autorizados e utilizados na cultura de banana.

Com o desenvolvimento deste projeto, almeja-se disponibilizar técnicas confiaveis para

analise multirresiduos em polpa e casca de banana.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Consideractes Gerais

A producdo mundial de frutas e vegetais tem experimentado um aumento notavel. A safra
vem crescendo a uma taxa anual de cerca de 3 por cento na Ultima década. Em 2011, qua
640 milhdes de toneladas de frutas e mais de 1 bilhdo de toneladas de vegetais foram
produzidas em todo o mundo. A area total utilizada no mundo para a producéo de frutas,
exceto o meldo, no ano 2010 foi de 55.856.000 ha, sendo empregadas no Brasil 2.383.000 ha
(FAO, 2013).

Para a cultura da banana no ano 2012 utilizaram-se 4.953.315,46 ha no mundo, com uma
producdo de 101.992.743,3 toneladadsia ocupou o primeiro lugar de producéo, seguido
pelas Américas, Africa, Oceania e por Ultimo a Europa, como apresentado na Figura 1
(FAOSTAT, 2014).

Europa 0,39/ ‘o
Africa 15,55/

I

) Américas
Asia 55,98/ 26,58/

Figura 1. Participacéo dos continentes na producdo mundial de banana em 2011.

Fonte: FAOSTAT, 2014

Os paises com maior taxa de producdo nesse ano foram india, China e Filipinas na
Asia e Equador e Brasil nas Américas. Esses paises lideraram essa taxa com valites de
224 434 e 690 218 400 toneladas, o que representam 6,2 e 6,1% no mundo, respectivamente
(Figura 2) (FAOSTAT, 2014).
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'Outros 47,84/

Brasil 6,12/

China 9,61/ '
Filipinas 8,18/ ll‘

Equador 6,21/

Figura 2. Participagéo dos principais paises na producdo mundial de banana em 2012.

Fonte: FAOSTAT, 2014

No Brasil a banana é produzida de Norte a Sul. Em 2011, os maiores estados
produtores foram: Bahia (3.396.195 t), Tocantins (2.731.389), Sao Paulo (2.217.060 t), Santa
Catarina (665.697 t) e Minas Gerais (654.566 t) (IBGE, 2012).

2.2. Caracteristicas da cultura da Banana

2.2.1. Origem

N&o se pode afirmar exatamente a origem da banana, pois € um fruto antigo que se
perde na mitologia grega e indiana. H& referéncia da sua presenca na india, Malasia e
Filipinas, onde tem sido cultivada ha mais de 4000 anos (MOREIRA, 1979). Estudos
baseados na analise do ADN (acido desoxirribonucleico) sugerem que a origem geografica da
banana das variedades comestiveis atualmente foram cultivadas em Papua Nova-Guiné e nas
Filipinas (SOLURI, 2008).

Na india tem sido encontradas referéncias de bananeiras desde o século VI a.C. e uma
dessas tem interessm particular por sugerir a existénciauma mutacéo da espécie ha 2000
anos. No ano 1000 a.C. continuou sua expansao pela Polinésia e sua introducdo nas areas
Mediterraneas (ROBINSON & GALAN, 2010). Entre os anos 600 e 300 a.C. escritas
indianas jA menciomam as bananas, enquanto na China os primeiros relatos apareceram no
ano 200 d.C. (HAARER, 1965). Seguindo com os viajantes, sua expansao continuou até
chegar a Madagascar (ROBINSON & GALAN, 2010).
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Na Europa se difundiu na Renascenca. Em 1402, o fruto foi descoberto pelos
navegadores portugueses em suas viagens ao continente africano e propagaram a banana na
llhas Canarias, onde realizaram suas primeiras plantacfes. Alguns estudiosos consideram
também que a banana chegou a América do Sul por via de viajantes polinésios (SOLURI,
2008). Continuando sua viagem para 0 ocidente, em 1516 foram colocadas mudas de
bananeiras em um navio que as levou para a ilha caribenha de Santo Domingo, onde hoje é a
Republica Dominicana e o Haiti, onde se expandiu pelo Caribe, América Central
sucessivamente para outros paises de clima tropical (ROBINSON & GALAN, 2010).

No entanto foi apenas a partir do final do século XIX que as bananas comecaram a ser
comercializadas internacionalmente, uma vez que antes desta data a falta de meios adequados
para o seu comeércio impedia o transporte para o0s paises que nao produziam bananas
(ROBINSON & GALAN, 2010).

2.2.2. Classificacdo botanica da banana

Bananeira € denominagdo genérica para diversas especies. A familia Musaceae, um
membro da ordem Scitaminales, da classe Monocotyledoneae compreende trés subfamilias:
Musoideae, Strelitzoideae e Heliconoideae. A primeira compde-se de dois géneros: Ensete
que sédo utilizadas para a extracdo de suas fibras e o género Musa, com quatro secoes:
Australimusa, Callimusa, Rhodochlamys e Eumusa (MARTIN et al., 188Blstralimusa
compreende 5 espécies utilizadas para a extracdo de suas fibras, consumo de frutos e na forme
de vegetal (MANICA, 1997). A Callimusa Rhodochlamys abrangem 5 a 6 espécies de
pequeno tamanho e de interesse ornamental e a Eumusa que abrange as bananas comestivei
que tem grande valor comercial as quais pertencem a Musa acuminata Colla (genoma AA) e a
Musa balbisiana Colla (genoma BB). Atualmente todas as bananeiras cultivadas derivam

dessas duas espécies selvagens (BEZERRA et al., 2010).

2.2.3. Composigao nutricional da banana

A banana € um alimento energético a base de glicidios complementados por sais

minerais e oligo-elementos. A composicao nutricional desse fruto é apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1. Teor de componentes na casca e nas partes comestiveis em 100 gramas de amostra
“in natur& da banana.

Parametro Polpa Casca
Umidade (g) 64 89,47
Cinzas (g) 0,8 0,95
Lipideos (g) 0 0,99
Proteinas (Q) 1 1,69
Fibras (g) 1,5 1,99
Carboidratos (g) 34 4,91
Calorias (kcal) 128 35,30
Célcio (mg) 0 66,71
Ferro (mg) 0,3 1,26
Sadio (mQ) <0,4 54,27
Magnésio (mg) 24 29,96
Zinco (mg) 0,3 1,0
Cobre (mg) 0,05 0,10
Potassio (mg) 328 300,92

Fonte. Gondim et al., 2005.

2.2.4. Principais cultivares de bananeira do Brasil

O numero de cultivares que foram introduzidos nos tropiaogricanos é
relativamente limitado, sendo poucos os explorados comercialmente. Em contraste, o nimero
de cultivares de banana no Extremo Oriente é muito elevado (MARTIN et al., 1985).

No mercado diferem as variedades de banana com relagdo as caracteristicas do seu
cultivo e ao uso que delas se faz. Dentre os cultivares mais comuns no Brasil, destacam-se a
banana Ouro, Nariio, Nanica, Magd, Mysore, Pacovan, Prata And, Terra, D’Angola, Figo,

Grande Naine e Prata (BEZERRA et al., 2010).

A banana Prata é uma planta de coloracao verde-clara, de porte alto com 2,96 a 4,8
metros de altura, com pseudocaule bastante conico. No cultivar o peso do cacho tem variado
de 5,91 a 17,70 kg, com 5 a 9 pencas, contendo de 83 a 112 frutos por cacho. Os frutos tem
tamanho médio, um cumprimento de 10 a 13 cm e com um diametro de 3,5 a 4,1 cm. A casca

do fruto é muito fina. O rendimento por hectare € muito variado e vai de 11,12 a 43,8
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toneladas em clima tropical e nas areas irrigadas ou com chuvas frequentes. O culti¢ar Prata
muito susceptivel ao Mal-de-sigatoka e ao Mal-do-panam@, sendo também muito atacada pela
brocadabananeira (MANICA, 1997).

2.2.5. Doengas da bananeira

Como todas as plantas cultivadas de importancia econémica, a bananeira é afetada por
diferentes espécies de insetos e doencas causadas por fungos, bactérias, virus e nematoide
(CORDEIRO, 1999

As principais doencas e pragas que afetammaniizultura brasileira e no mundo séo a
Sigatoka-negra; Sigatoka-amarela; Mal-do-panama; Moko; viroses tais comentdpqgue,
mosaico e estrias, doencas de frutos como manchas dos frutos, podriddo-da-coroa e
antracnose; nematoses como nhematoide-cavernicola, nematoide-das-galhas, das lesfes

radiculares e espirilados e broca do rizoma (BEZERRA et al., 2010).

Para combater estas pragas e doencas, sdo recomendados alguns agrotéxicos como:
azoxistrobina, clorotalonil, difenoconazol, imazalil, bifentrina e clorpirifés. Estes serdo os

agrotoxicos estudados neste trabalho.

2.3. Agrotéxicos

A utilizacdo de substancias quimicas como defensivos agricolas iniciou-se desde a
antiguidade. Apesar da industria de agrotoxicos ter surgido apés a Primeira Guerra Mundial,
seu uso foi difundido nos Estados Unidos e na Europa ap6s a Segunda Guerra Mundial. No
Brasil comecou durante o periodo conhecido como a modernizacdo da agricultura nacional
entre os anos 1945 e 1985, mas foi especialmente apds 1975, que se concretizou a instalacac
da industria de agrotéxicos no pais (FARIA, 2003; SANTOS, 2012).

Agrotéxicos, segundo EPA (Environmental Protection Agency), sdo defensivos
agricolas, praguicidas, pesticidas e biocidas, sdo designa¢gfes dadas a qualquer substancia ol
misturas que tem por finalidade prevenir, destruir, repelir ou mitigar qualquer peste ou praga
incluindo vetores de doengas humanas ou de animais. Estéo incluidos também neste conceito
os desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores do crescimento (EPA, 2014).

No Brasil, segundo a Lei n° 7.802/1989, regulamentada através do Decreto 98.816 no

seu Artigo 2°, Inciso |, o termo agrotoxico e afins é definido como:
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“Os produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos, destinados ao uso nos

setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas ¢
também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composi¢cdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosasdevesr
considerados nocivos; ou como substancias e produtos, empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento” (BRASIL, 2002).

A utilizacdo de agrotoxicos na producdo agricola dentro de um manejo adequado evita
que a producao diminuia 40%, mas o uso inadequado destas substancias pode acarretar dano
ambientais, muitas vezes irreparaveis, e trazer sérias consequéncias a saude humana
(MARQUES, 2005).

2.3.1. Classificacao dos agrotdxicos em estudo

Dada a grande diversidade de produtos com centenas de principios ativos em mais de
mil formulacdes comerciais diferentes no Brasil, € importante conhecer a classificacdo dos
agrotoxicos (REVELO, 2010). Estes podem ser classificados de diversas maneiras: quanto ao
seu modo de agdo no organismo alvo, em relacdo aos efeitos que causa a saude humana ¢
quanto a sua estrutura quimica (SAVOY, 2011).

Neste estudo seis agrotoxicos foram avaliados segundo sua estrutura quimica e podem
ser divididos em: estrobilurinas, piretréides, isoftalonitrilas, organofosforados, triazdis e

imidazais.

2.3.1.1. Estrobilurinas

As estrobilurinas sédo usadas na agricultura como fungicidas. Sao grupos de compostos
quimicos extraidos do fungo Strobilurus tenacellus (PARREIRA et al., 2009). O uso das
estrobilurinas tem aumentado nos ultimos anos, devido ndo s6 a sua eficiéncia no controle de
doencas, mas tambéam efeito fisiolégico proporcionado em plantas (SOARES et al., 2011).

As estrobilurinas foram descobertas a partir de um grupo de acidos b-metoxiacrilatos
naturais, os mais simples séo a Estrobilurina A e Oudemansina A (DA SILVA, 2009). Os

produtos naturais foram inadequados como fungicidas agricolas, mas o conhecimento de sua
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estrutura e de suas propriedades forneceu o inicio de pesquisas para o desenvolvimento das
estrobilurinas, azoxistrobina (Sygenta) e kresoximetila (BASF) (PEREIRA, 2013).

A partir dessas descobertas a industria quimica melhorou os fungicidas naturais,
fazendo modificacdes quimicas que resultaram em compostos menos susceptiveis a luz solar
(VINCELLLI, 2002).

As estrobilurinas atuam inibindo a respiragédo mitocondrial no fungo, interferindo com
a producdo de energia na célula. Eles bloqueiam a transferéncia de elétrons no local da
oxidacao quinol (local Qo) no complexo citocromg, mpedindo assim a formacéo de ATP
(VINCELLLI, 2002).

As estrobilurinas oferecem niveis elevados de atividade contra uma ampla gama de
doencas de plantas. Por exemplo, a azoxistrobina € um fungicida sistémico, que foi
comercializado pela primera vez em 1998 e foi descoberto durante estudo com cogumelos
(DA SILVA, 2009). Ele prové controle de uma combinacdo de fungos patégenos que antes
somente era possivel atraves de misturas de dois ou mais fungicidas. A estrutura da

estrobilurina azoxistrobina é mostrada na Figura 3.
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Figura 3. Estrutura quimica do fungicida azoxistrobina.
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2.3.1.2. Piretréides

Os piretroides &o inseticidas utilizados em uma grande variedade de cultuéasos s
derivados sintéticos das piretrinas, que séo ésteres tdxicos da reacao dos acidos crisantémico ¢
pirétrico com os alcoois piretolona, cinerolona e jasmolona, isolados das flores das espécies
de Chrysanthemum cinerariaefolium e espécies relacionadas (HIRATA, 1995).

O uso dos piretrdides sintéticos na agricultura iniciou-se na década de 70, apés
mudanca estrutural introduzida nas piretrinas, para transformar a estrutura quimica com o fim
de se obter substancias com maior estabilidade e potencial inseticida (BBSRC, 2012

Os piretroides ocorrem naturalmente como mistura de formas estereoisoméricas, e sua

atividade biolégica é dependente da estrutura quimica e da configuracdo estérica, sendo que
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0s isdmeros cis demonstram uma toxicidade mais elevada em relacdo ao trans. Assim, 0s
efeitos da intoxicacdo por piretroides estdo relacionados a sua estrutura quimica. Os
inseticidas sintéticos podem ser estruturalmente divididos em dois grupos segundo a auséncia
(tipo 1) ou presenca (tipo II) de um grupo ciano (CN) na porcéo fenoxibenzil. Os piretréides
do tipo | parecem agir principalmente nos nervos periféricos e os piretréides do tipo Il agem
preferencialmente no sistema nervoso central (SANTOS et al.,)2007a

Em geral, os piretrdides sdo menos toxicos para mamiferos e sdo considerados bons
candidatos para substituir os inseticidas organofosforados (EPA, 2009).

A bifentrina foi o primeiro tipo de piretroide registrado para uso pela EPA no ano de
1985. Comercialmente se encontra como uma mistura dos estereoisomeros 1S, 3S e 1R, 3R
mostrados na Figura 4 (NPIC, 2012). Por seu modo de acdo é considerado um inseticida do
tipo I. Pode ser utilizado como inseticida, formicida e acaricida em lavouras (20%), projetos
comerciais (40%), emcasas ou jardins (40%) (RIAR, 2012).

CHj
c CH 5
oS e O
Hs
2-1R)

3 (2)-(1S)-cis-
-(1R)-cis-
Figura 4. Estrutura quimica dos estereoisémeros da bifentrina.

2.3.1.3. Isoftalonitrilas

As isoftalonitrilas séo fungicidas que foram introduzidos no mercado em 1960n Pode
ser utilizadas isoladamente ou em misturas. Seu mecanismo de acao ocorre através da uniao
do fungicida aos grupos sulfidrila e mercapto dos fungos. A conjugacdo com sulfidrilas
(particularmente glutationa) na germinacao de células fungicas, conduz a interrupcdo da
glicélise no ciclo de Krebs, e consequentemente o ATP ndo é produzido. Assim, as células
fungicas morrem, pois ndo completam processos essenciais para sua formacéo por falta de
energia (RODRIGUES, 2006).

O principal representante das isoftalonitrilas € o clorotalonil, cuja estrutura quimica é

mostrada na Figura 5. Este fungicida é formulado em mistura com outros compostos quimicos
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e € utilizado para o controle de muitas doencas fungicas numa ampla gama de culturas como

arroz, banana, batata, manga, soja e outras (ANVISA)2002

CN

Cl Cl

Cl CN

Cl

Figura 5. Estrutura quimica do fungicida clorotalonil.

2.3.1.4. Organofosforados

A descoberta das propriedades téxicas e inseticidas de alguns compostos de fosforo
em 1930 auxiliou no desenvolvimento de novos compostos organofosforados nas industrias,
mas foi em 1949 que a quimica dos compostos organofosforados foi estudada (SANTOS et
al., 2007h.

O mecanismo de acdo dos agrotoxicos organofosforados se baseia na inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE), uma serina esterasa distribuida amplamente. A AChE ocorre no
sistema nervoso central e periférico dos vertebrados, e sua acédo fisiolégica normal é a
hidrolise dos neurotransmissores acetilcolina (ACh). A inibicdo da AChE resulta em um
aumentando do nivel de acetilcolina nas sinapses, com consequente toxicidade colinérgica
(MILESON et al., 1998)

O clorpirifés foi comercializado pela primeira vez nos Estados Unidos, no ano de
1965. Sua estrutura quimica é mostrada na Figura 6. Este principio ativo € amplamente
utilizado para controlar insetos em varias culturas, incluindo cereais, frutos, e vegetais, bem
como para fins sanitarios (YUAN et al., 2014). O clorpirifés € um inseticida persistente no
ambiente. Isto foi confirmado em 2010, quando Watts encontrou em um gelo do Artico,
datado de 1971, residuos de clorpirifés (WATTS, 2012).

Cl
Cl
N =
;—D\P,;’S |
D/ \‘D ™
Cl
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Figura 6. Estrutura quimica do inseticida clorpirifos.

2.3.1.5. Triazois

Os triazéis foram introduzidos comercialmente nos Estados Unidos em 1980. S&o
agentes antifuUngicos de largo espetro, utilizados como agrotoxicos e produtos farmacéuticos.
Eles inibem a biossintese do esterol, o qual € um componente essencial das membranas de
fungos (FISCHEL, 2005). No grupo dos fungicidas, s&o alguns dos mais largamente
utilizados em vegetais e frutos no mundo, por sua elevada acao inibitéria sobre a formacao de
componentes da membrana celular, rapida absorcéo e translocacéo pela planta, eficiéncia em
doses pequenas, acao curativa, entre outros (SOARES et al., 2011).

O difenoconazol € um triazol de largo espectro utilizado para o controle das doencas
em muitas frutas, legumes, cereais e outras culturas de campo. Tem acdo preventiva e

curativa. Sua estrutura quimica é apresentada na Figura 7 (HAMILTON, 2008).

Cl (0]
/E “
CH; 0 CH,

|
.

Figura 7. Estrutura quimica do fungicida difenoconazol.

2.3.1.6. Imidazoles

Imidazoles sdo fungicidas, seguros e efisattilizados como um anti-metabolito da
histamina e do acido nicotinico (PENCE, 1963).
O imazalil pertence a este grupo sendo um fungicida sistéativo contra cepas de fungos

resistentes ao benzimidazole. Sua estrutura € mostrada na Figura 8 (KRIEGER, 2001).

OCH,CH=CH,

:
Cl
¥
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Figura 8. Estrutura quimica do fungicida imazalil.

2.4. Agrotoxicos escolhidos para estudo

Com base na vulnerabilidade da cultura da bananeira foi escolhido um conjunto de
seis agrotoxicos. A Tabela 2 apresenta o grupo quimico, a formula quimica, a classe, a
modalidade de emprego, o coeficiente de particdo octanol-agua em pH 7 a 20 °C, a
solubilidade em agua a 20 °C, a temperatura de ebulicdo e a massa molar. A Tabela 3
apresenta os Limites Maximos de Residuosugrkg™ determinados por varias organizacdes

internacionais.
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Tabela 2.Caracterizagdo quimica dos agrotéxicos escolhidos para estudo.

Agrotoxico Grupo quimico Formula Classe Modalidade de Kow Sw TE MM
quimica emprego (mg L™ °C (g mor)
Azoxistrobina Estrobilurina C2oH17N30s Fungicida Foliar 3.16.16 6,7 360 403,40
Bifentrina Piretroide Co3H2.CIF30, Inseticida, Localizada 3,98.16 0,01 sd 422,88
formicida e
acaricida
Clorotalonil Isoftalonitrila CsCl4N> Fungicida Foliar 8,71.1G 0,81 350 265,91
Clorpirifés Organofosforado CgH1:C3sNOsPS Inseticida, Localizada 5,01. 16 1,05 375,9 350,89
formicida e
acaricida
Difenoconazol Triazol C1gH17C1oN3O3 Fungicida Foliar 2,29.14 15,0 101 406,26
Imazalil Imidazol C14H14C2N20O Fungicida Pos-colheita 3,63.1G 184 >644 297,18

Kow: coeficiente de particdo octanol-agua. Sw: solubilidade em agua. TE: temperatura de ébMligiiassa molar. Sd: se descompde antes

da ebulic&oFonte. ANVISA, 2014; IUPAC, 2014.
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Tabela 3.Limites maximos de residuos (LMR) dos agrotéxicos estudados.

Agrotéxico LMR (ug kg™)
ANVISA Codex Alimentarius Unido Europeia (EU)

Azoxistrobina 200 2000 2000
Bifentrina 20 100 100
Clorotalonil 3000 15000 200
Clorpirifos 10 2000 3000
Difenoconazol 500 100 100
Imazalil 1000 2000 2000

Fonte. ANVISA, 2014; FAO- Codex alimentarius, 2014; EU pesticides database, 2014.

2.5. Métodos de extracdo multirresiduo

Devido ao crescimento da demanda mundial por alimentos, a utilizacdo de agrotoxicos
nas lavouras aumentou, sendo que alguns deles tém uma persisténcia nos compartimentos
ambientais e podem ser encontrados depois de certo tempo. No solo sdo encontrados devido a
derramamentos ou descartes inadequados, que por lixiviagdo podem atingir lencéis de aguas
subterrdneas. Nas aguas superficiais estdo presentes pela lavagem do solo por enxurradas ¢
pela acdo do vento. No ar, sdo originarios dos procedimentos de pulverizacdo na forma de
aerossois (SANCHES et al., 2003; KOMATSU & MOREIRA, 2004).

Os agrotoxicos, quando sdo usados corretamente, tem pouco impacto adverso no meio
ambiente. Contudo é evidente que tracos de residuos de agrotéxicos presentes no solo, agua
ar e alimentos podem ser perigosos a saude do homem e ao meio ambiente (DAMS, 2006).

Com a finalidade de controlar e regulamentar os residuos dos agrotoxicos em
alimentos, diversos métodos sdo usados para a identificacdo e quantificacdo dos mesmos
Estes métodos exigem uma técnica de extracdo do analito da matriz, limpeza do extrato ou
clean up para remocao de impurezas, e em alguns casos, pré-concentracdo dos mesmos, par

posterior analise instrumental (COLLINS et al., 2006
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Os métodos mais usados para determinacdo de residuos de agrotéxicos sdo, extracédo
em fase sdlida (EFS) (YANG et al. 2Q1Hispersdo da matriz em fase sdlida (DMFS)
(MENEZES et al., 2010), microextracdo em fase sOMBRS) (GAO et al., 2014), extracao
com liquido pressurizado [IP) (GAO et al., 2014), etc. No entanto, muitos deles ndo tem um
bom desempenho em aplicagbes multirresiduos ou sédo complicados, tediosos ou demorados
(CARNEIRO et al., 2013).

Atualmente as técnicas para andlise de residuos de agrotoxicos em frutas e vegetais
evoluiram significativamente em termos de rapidez, simplicidade e eficiéncia de extracdo e
purificacdo das amostras. Neste cenario, as técnicas extragao soélido-liquido com particdo em
baixa temperatura (ESL/PBT) e QUEChERS tem relevado bons resultados na extracdo de
agrotoxicos em alimentos devido a possibilidade de se realizar simultaneamente a extracdo de
agrotoxicos e o clean up dos extratos.

Goulart et al. (2008) desenvolveram um método simples e de baixo custo, denominado
extracao liquido-liquido e purificacdo por partigéim baixa temperatura, para andlise de
piretréides em leite, sem etapas de clean up, por cromatografia gasosa com detector de
captura de elétrons, obtendo taxas de recuperacao elevada para os compostos analisados.

A partir de entdo a metodologia proposta foi adaptada para determinacdo de residuos
de agrotoxicosem diversas matrizes como: agua (GOULART et al., 2010), batatas
(DARDENGO et al., 2011), carne bovina (SILVA, 2008), tomates (PINHO et al., 2010),
macd (PUSSENTE, 2008), alface (COSTA et al.,, 2015), uva (SOARES, 2011), abacaxi
(COSTA, 2010) e outras matrizes solidas.

O principio da extracdo soélido-liquido e particdo em baixa temperatura consiste em
colocar a amostra liquida ou sélida em contato com um solvente extrator, miscivel em agua,
menos denso que esta e que tenha ponto de fusdo abaixo de -20°C. Em seguida a mistura,
constituida da amostra e a mistura extratora € agitada e levada ao freezer por um periodo
suficiente que permita o congelamento da fase aquosa. Nesta etapa, a fase aquosa junto com ¢
amostra congelada, fica na parte inferior, e a fase sobrenadante, contendo o solvente e os
agrotoxicos extraidos, é separada. Finalmente, a amostra € analisada por cromatografia
gasosa.

Em 2003, Anastassiades et al. (2003), desenvolveram um procedimento para extracédo
multirresiduo denominado QUEChERS para determinacéo de residuos em frutas e vegetais

Este método apresenta como vantagens ser rapido, facil, econémico, efetivo, robusto e seguro.
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O método tem sido objeto de varias modificacbes e aperfeicoamentos ao longo dos anos desde
a sua primeira apresentacdo. Estes foram projetados para melhorar a recuperacdo de
agrotoxicos em diversos tipos de alimentos (WILKOWSKA et al., 2011).

O método se baseia na extragioentrifugacdo de uma matriz com acetonitrila. A
agua € separada da acetonitrila pela adigdo de sulfato de magnésio anidro e ctiitn de
O extrato é, entdo, submetido a uma etapa de clean up usando extracdo em fase solida
dispersiva (d-SPE) com uma amina primaria secundaria (PSA), que remove eficientemente
muitas substancias polares interferentes presentes na matriz. O extrato obtido esta pronto para
a determinacdo final. Atualmente existem metodologias modificadas da técnica QUEChERS,
no entanto o principio € o mesmo para todos os analises (WILKOWSKA et al., 2011).

Assim, a aplicacdo e validacdo de técnicas que permitam a extracdo simultanea de
residuos de agrotoxicos em alimentos, com uma menor quantidade de solvente e com um
namero menor de etapas de preparacdo e purificacdo de amostras complexas devem ser

estudadas.

2.6. Técnicas de analise multirresiduo

No mundo, mais de 800 agrotoxicos pertencentes a mais de 100 classes quimicas sdo
utilizados nas diversas culturas de frutas e legumes. A presenca de residuos de agrotoxicos
nos alimentos é uma preocupacao importante para os consumidores, devido ao seu possivel
efeito adverso a satde em longo prazo (CAMINO et al., 2011).

Portanto, com o objetivo de proteger a saude dos consumidores ha uma necessidade de
desenvolver métodos analiticos rapidos e precisos para a determinacdo de agrotdxicos em
produtos agricolas (CAMINO et al., 2011).

A determinacdo de agrotoxicos envolve muitas etapas preliminares, como
amostragem, extracdo e limpeza para remoc¢do de interferéncias. Além disso, geralmente os
produtos agricolas sdo matrizes complexas, cujos co-extrativos podem afetar a precisdo da
andlise.

Tradicionalmente, as metodologias para determinacdo de pesticidas sao baseadas em
técnicas de cromatografia gaso€&5) ou cromatografia liquida, devido a sua capacidade de
separar um grande numero de analitos semelhantes em uma mistura (MEYER, 2004).
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A cromatografia gasosa é utilizada para a separacdo de amostras gasosas, liquidos
volateis e termicamente estaveis. A técnica possui alto poder de resolucdo e detecta
compostos em escala de nano a picogramas dependendo da técnica de extracdo e do detecto
utilizado. Essa quantificacdo pode ser atingida pela utilizacdo de detectores cromatograficos
especificos, tais como detector por captura de elétrons, nitrogénio-fosforo, fluorescéncia e
ionizacdo em chama, entre outros. Estas técnicas também podem ser utilizadas em conjunto
com outras, como as espectroscopicas e eletroanaliticas (DA SILVA, 2009; COSTA, 2011).

O detector por captura de elétrons (ECD) destina-se principalmente a analise de
compostos que tém afinidade por elétrons como nitrilas, nitratos, compostos organometalicos,
halogenados e aldeidos conjugados. Este detector tem a vantagem de ser um dos mais
sensiveis entre todos os detectores, sendo possivel a detecc@oOdEl Ipg de espécies
eletroafins (COLLINS et al., 2006).

Recentes trabalhos mostram a eficiéncia da cromatografia gasosa acoplada com o
ECD para determinacao de residuos de agrotoxicos em diferentes matrizes (CHO et al., 2014,
BAKIRCI et al., 2014KO et al., 2014).

2.7. Efeito de matriz

Efeito de matriz € um estudo de seletividade que procura averiguar possiveis
interferéncias causadas pelos diversos componentes que compdem a matriz, gerando,
basicamente, fenbmenos de diminuicdo ou ampliacdo do sinal ou resposta instrumental
(MAPA, 2011).

O efeito de matriz é utilizado para explicar as taxas de recuperacao de agrotdxicos
maiores que 100% e a baixa precisio nos resultados (HAJSLOVA et al., 1998).

O efeito de matriz pode ocorrer em varias partes do sistema cromatografico como
injetor, coluna e detector. O problema acontece devido a presenca de varios sitios ativos na
porta de injecdo e também na coluna de separacao, que podem ser responsaveis pela adsorca
irreversivel e/ou decomposicédo de analitos susceptiveis. Além disso, 0s grupos esibenois
metais originam também sitios ativos que podem induzir a degradacdo ou adsorver o
composto de interesse (HAJSLOVA et al., 2003).

Segundo Ribani et al. (2004) uma das maneiras para minimizar ou eliminar o efeito de

matriz € preparando as soluc¢des analiticas no extrato da matriz. A principal vantagem sobre o
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método de padronizacdo externa € que as mesmas fornecem uma melhor correspondéncia corn
a composicao da amostra.

Alguns autores acreditam que o efeito dos co-extrativos sobre a resposta da substancia
de interesse deveria ser avaliado pela comparacao pelo método de superposicdo de matriz com
a padronizacdo externa (padrbes preparados nos solventes). Esta foi a estratégia utilizada
neste trabalho para avaliar o efeito de matriz (FRIGGI, 2008).

O efeito de matriz pode ser calculado conforme na Equacéo (1).

%EM = S22 x 100 Equacdo (1)

2
Em que
%EM: Valor em porcentagem do efeito de matriz.
X1: média das areas da solucao padréo do agrotéxico, preparada em extrato da matriz, numa

dada concentracéo.

X2: média das areas da solucado padrao do agrotéxico, preparada em solvente puro, numa dada

concentracao.
2.8. Validacdo de métodos

A validacdo de um método analitico é a confirmacdo por exame e fornecimento de
evidencia objetiva de que os requisitos especificos para um determinado uso pretendido sédo
atendidos, ou seja, que as figuras de mérito avaliadas atendem aos critérios de aceitacao
preestabelecidos. (BASSANI, 2002; MAPA, 2011)

O nivel de concentracdo de interesse dos analitos deve estar dentro dos critérios de
validacdo aplicaveis as determinacdes dos residuos ou contaminantes. Para as substancias
permitidas, devem ser levados em consideracdo os Limites Maximos permitidos tanto para os
Residuos (LMR), como para os Contaminantes (MAPA, 2011). Esta foi a op¢do adotada neste
trabalho, uma vez que a ANVISA disponibiliza as monografias autorizadas dos agrotoxicos
em estudo.

Na etapa de validacdo do método foram avaliados 0s seguintes parametros analiticos:
seletividade; linearidade de resposta do detector e do método; limite de deteccdo e limite de
quantificacdo; exatiddo (ensaios de recuperacdo); precisdao (repetitividade e preciséo

intermediaria).
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2.8.1. Seletividade

A seletividade € a capacidade do procedimento analitico de determinar analito(s)
particular(es) em mistura(s) ou matriz(es) sem a interferéncia de outras substancias de
comportamento semelhante. A verificagdo da seletividade do método analitico deve ser
realizada a partir da comparacéo entre a resposta instrumental dos analitos no solvente puro e

na matriz fortificada, apos passar pelo método de extracdo (MAPA, 2011).
2.8.2. Linearidade e sensibilidade

A linearidade € a capacidade de o procedimento analitico produzir resultados
diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de uma faixa dada,
isto €, produzir curvas analiticas que podem ser adequadamente ajustadas pela equacéo de
uma reta (BASSANI, 2002; MAPA, 2011).

A sensibilidade do método analitico é a inclinacdo da curva analitica. Se a curva
analitica é uma reta, a sensibilidade € constante em toda a faixa de trabalho. Umedos fator
que pode reduzir o tamanho da faixa de trabalho é a reducéo da sensibilidade (inclinagéo) da
curva de calibracio em algum de seus extremos. E importante ressaltar que a faixa de trabalho
deve compreender os valores de LMR (MAPA, 2011). Podem ser construidos trés tipos de
curvas analiticas:

l. Curva Analitica do Analito em Solucdo: elaborada a partir dos padrdes do

analito em solvente puro

Il. Curva Analitica da Matriz Fortificada: construida a partir da matriz fortificada

com os padrdes do analito, ap6s passar pelo método de extracéo.

[I. Curva Analitica do Extrato da Matriz Fortificada: elaborada a partir do extrato

da matriz fortificada com os padrbes do analito.
Estas curvas analiticas devem ser obtidas a partir de, no minimo, cinco niveis de

concentracdo, preferencialmente distribuidos de forma equidistante, em triplicata (MAPA,
2011).
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2.8.3. Limite de deteccao e quantificacado

Limite de deteccao (LD) € a menor concentracdo do analito em uma amostra, que pode
ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando determinado procedimento
experimental. Por sua vez, o limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracéo ou
teor que pode ser quantificada com a maior incerteza aceitavel (BASSINI, 2002; MAPA,
2011).

Para o calculo do limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foi adotado neste
trabalho o método baseado em parametros da curva analitica. Onde o limite de deteccéo e o
limite de quantificagdo podem ser expressos como:

LD =33x g LQ=10x g Equacéo (2)

Em que s é a estimativa do desvio padrdo da resposta, que pode ser a estimativa do desvio
padrao do branco, da equacéo da linha de regresséo ou do coeficiente linear da equacdoe S é

inclinacdo da curva analitica (RIBANI et al., 2004).
2.8.4. Precisao

A precisdo de um método representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrbes, en
condicdes definidas. Seu valor numérico € estimado pelo desvio padrdo relativo (DPR) ou
coeficiente de variagéo (%QV

CV =-x 100 Equagéo (3)
Em que s € a estimativa do desvio padrdo da resposta, que pode ser a estimativa do desvio
padrdo do branco, da equacéo da linha de regresséo ou do coeficiente linear daeeg@acao
a media dos resultados (RIBEIRO et al., 2008)

Normalmente em métodos de andlise de tracos ou impurezas, sao aceitos %CV de até
20%, dependendo da complexidade da amostra. (RIBANI et al., 2004).

21



Revisao da literatura

Neste trabalho, a precisdo foi avaliada por meio da repetitividade e da preciséo
intermediéria. A repetitividade ou precisédo intra-corridas, define a precisdo dos resultados
obtidos dentro do proprio laboratério, por um mesmo analista e com a mesma instrumentacéo
(RIBEIRO et al., 2008).

A precisédo intermediéria engloba o conceito de repetitividade, porém variando sempre
que possivel os operadores, os instrumentos, as condicbes ambientais, lotes de reagentes e
solventes, entre outros fatores experimentais. (MAPA, 2011)

Para a determinacédo da repetitividade deve-se preparar e analisar um conjunto de
matrizes brancas fortificadas com os analitos, no minimo em trés niveis de concentragao,
sendo que para cada nivel a andlise deve ser realizada em pelo menos, sas réplic
independentes (MAPA, 2011).

Para este trabalho, o procedimento para determinar a precisao intermediaria consistiu
em executar os passos da repetitividade ao longo de trés dias ndo consecutivos e analisar 0s

extratos obtidos no mesmo dia.

2.8.5. Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro. Os
processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sao: materiais de referéncia;
comparacao de métodos; ensaios de recuperacao; adicdo padrédo (RIBANI et al., 2004).

Neste trabalho optou-se pelos ensaios de recuperacdo, sendo que a recuperacdo €
definida como a proporgao da quantidade da substancia de interesse, presente ou adicionada
na porcdo analitica do material teste, que € extraida e passivel de ser quantificada €RIBAN
al., 2004).

Para isso, deve-se fortificar a matriz branca, em sextuplicata, em trés niveis de
concentracdo e executar o procedimento de extracdo. A exatidao sera confirmadarsieo f
recuperacao estiver entre 70% a 120% (MAPA,2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
v Adaptar, otimizar e validar métodos multirresiduos para determinagédo de agrotoxicos
em polpa e casca de banana por cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons

(CG-DCE).

v Comparar os métodos validados para determinagdo de agrotoxicos em polpa e casca de

banana.

3.2. Objetivos especificos

v Otimizar e validar a extracdo solido-liqguido com particdo em baixa temperatura

(ESL/PBT) para analise multirresiduo de agrotéxicos em amostras de banana.

v Adaptar e validar laboratorialmente o0 método QUEChERS para analise multirresiduo

de agrotoxicos em amostras de banana.

v Estabelecer as condicbes de analise dos agrotoxicos azoxistrobina, bijfentrina
clorotalonil, clorpirifés, difenoconaze&imazalil por cromatografia gasosa.

v Avaliar a influéncia doso-extrativos da banana na quantificacdo dos agrotéxicos por

cromatografia gasosa.

v Empregar as metodologias validadas para determinacdo dos agrotéxicos em amostras

de banana comercializadas em Vico3dG.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Preparo das solucbes padréo

A partir da solubilizacdo dos sélidos dos padrbes em acetonitrila da Sigma Aldrich
(Séo Paulo, Brasil) grau HPLC foram preparadas solucdes padrédo estoque de cada agrotoxico
na concentracdo de 1000 mg lpara clorotalonil (99,3% m/m), imazalil (99,7% m/m),
difenoconazol (97,0% m/m), azoxistrobina (99,9% mAipadroes adquiridos da Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemanh4); e 1000 mg para bifentrina (92,2% m/m) da FNC (Brasil);
e 1000 mg [* para clorpirifés (99,0% m/m)-padrdo adquirido da Chem Service, West
Chester, PA, USA. Essas solucfes foram armazenadas em freezer.

A partir da diluicdo das solugbes estoque, foram preparadas solucdes de trabalho
contendo os agrotoxicos em funcdo do LQ de cada composto para cada uma das matrize
(Tabela 4). Essas solucbes foram armazenadas em geladeira a temperatura de

aproximadamente 4,0 °C.

Tabela 4. Concentracdo de cada um dos agrotoxicos nas solucfes utilizadas para a
fortificacdo das matrizes nas diferentes técnicas de extracdo, em funcéo do LQ.

Agrotoxico Polpa Casca
Solucéo 1 Solucéo 2 Solucéo 3 Solucéo 4
ngkg™ ngkg* ngkg* ngkg™

Clorotalonil 7 23 91 45
Clorpirifos 10 13 10 10
Imazalil 18 19 18 19
Bifentrina 12 13 16 9
Difenoconazol 15 45 78 32
Azoxistrobina 14 23 24 21

As solugdes 1 e 2 foram utilizadas para fortificar as amostras da polpa, submetidas aos
procedimentos da extracdo ESL/PBT e QUEChERS, respectivamente. As solucdes 3 e 4 foram

utilizadas para fortificar as amostras da casca, submetidas aos mesmos procedimentos.
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4.2. Andlise cromatografica

As analises qualitativas e quantitativas dos principios ativos estudados foram
realizadas em um cromatografo a gas Shimadzu, modelo GC-2014, com detector por captura
de elétronsQG/ECD), equipado com auto-injetor AOC-20i.

As condi¢cdes analiticas tais como programacdo de aquecimento da coluna
cromatografica, temperaturas do injetor e do detector, modo de injecdo, e vazdo do gas de
arrastre, foram determinadas visando um tempo de analise curto, boa resolucédo e separacéo

dos picos dsagrotoxicos de interesse. Desta forma, as condi¢cdes cromatogréficas foram:

X Coluna capilar DB-5 da Agilent Technologies, com fase estacionaria composta
de 5% difenil e 95% dimetilsiloxano, 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro

interno e 0,10 um de espessura de filme.

X Programacao de aquecimento da coluna:

150 °C (Imir—18<Cmin' 5, 220 °C (1min) —30°Cmin's, 590 °C (4min)

<> Tempo total de andlise: 13 min
X Temperatura do injetor: 280 °C
X Temperatura do detector: 300 °C
<> Volume injetado: 1,0 pL

<> Divisdo de fluxo: 1:5

X Gas de arrastre: Nitrogénio

X Vazdo do gas de arrastre: 1,2 mL thin
4.3. Amostras de banana

Para a otimizacao e validagédo das técnicas de extracao sélido-liquido com particdo em
baixa temperatura e QUEChERS foram utilizadas bananas do tipo Prata quando se

encontravam amarelas (Bdb de maturacédo 6 Tabela 19). Estas foram adquiridas na feira

do agricultor da cidade de Vicosa/MG. Os experimentos foram realizados no Laboratério de
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Quimica Analitica (LAQUA) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Vigosa (UFV).

As amostras de polpa e de casca da banana foram trituradas separadamente em um
liquidificador, marca Philips Walita Paris, até total homogeneizacéo, para posterior analise.
Uma parte de cada matriz foi submetida as técnicas de extracéo a fim de confirmar a ausénci
dos agrotéxicos em estudo.

Considerando para a técnica ESL/PBT 2,0000 g de amostra e para a técnica
QUEChERS 5,0000 g da amostra, cada matriz foi fortificada com as solucdes descritas no

item 4.1, em funcdo do LQ dos agrotéxicos (Tabela 5).

Tabela 5. Volume adicionado da solugao padréo para fortificagdo das amostras da polpa e
casca, em funcéo dos valores de LQ.

Solugao Concentracéo de fortificacéo (x L@y kg’
X LQ 1 5 10 15 20 25 30
ESL/PBT (Polpa)
V/(uL) 1 10 50 100 150 200 250 300
QUEChERS (Polpa)
V/(uL) 2 10 50 100 150 200 250 300
x LQ 1 2 4 6 8 10 12
ESL/PBT (Casca)
V/(uL) 3 10 20 40 60 80 100 120
QUEChERS (Casca)
V/(uL) 4 10 20 40 60 80 100 120

LQ: Apresentados na Tabela 4

4.4. ESL/PBT

4.4.1. Preparo e fortificacdo das amostras de banana

Na extracdo dos agrotoxicos na polpa e na casca, cerca de 2,0000 g de amostra picada

e triturada foram adicionados em fracos de vidro com capacidade de 22,0 mL com tampa

rosqueavel. As amostras foram fortificadas nos niveis estabelecidos no item 4.1 com os
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volumes das solugdes descritas no item 4.3. Os frascos destampados foram deixados em
repouso por 1h para permitir a interacdo dos agrotoxicos com a matriz e a evaporagdo do

solvente. Posteriormente, as amostras foram submetidas aos procedimentos de extracao.

4.4.2. Extracdo dos agrotoxicos

Aos frascos de vidro contendo amostras da polpa da banana, adicionou-se 0,50 mL de
agua deionizada juntamente com a fase extratora composta de 3,25 mL de acetonitrila e 0,75
mL de acetato de etila. Em seguida a mistura foi submetida a agitacdo em vortex (modelo
Certoma? MV. B. Braun (Bioteck International, Alemmar- Comercial e Indutrial §.poy 1
min na velocidade de 6 do aparelho. Em seguida a mistura foi centrifugada (Centrifuga
Excels& Il modelo 206 MP), por 5 min a 2500 rpm, e posteriormente resis2a°C por3
h.

Para a extracdo dos agrotoxicos na casca, aos frascos de vidro adicionaram-se 1,50 mL
de agua deionizada juntamente com a fase extratora composta de 3,25 mL de acetonitrila e
0,75 mL de acetato de etila. Em seguida a mistura foi submetida a agitagéotex por 1
min na velocidade de 6 do aparelho. Em seguida a mistura foi centrifugada por 5 min a 2500
rpm e resfriada a -20 °C durante 3 h.

O tempo de congelamento adotado para ambos os métodos foi suficiente para separar
o sistema em duas fases: a fase aquosa congelada com a polpa ou com a casca, na fase inferic
e a fase liquid superior contendo o solvente organico e os analitos extraidos. Isto ocorre
porque o0s solventes organicos acetonitrila e acetato de etila possuem temperaturas de fusdo de
-48 °C e de -84 °C, respectivamente. (SIGMA ALDRICH, 2011)

Apoés a separacao das fases 1600 pL da fase superior foram retirados e transferidos para

um vial, para posterior andlise por cromatografia gasosa com detector por captura de elétrons
(CG/DCE).

4.4.3. Otimizacéo da técnica ESL/PBT

A otimizacdo da técnica ESL/PBT para os agrotoxicos clorotalonil, clorpirifos
imazalil, bifentrina, difenoconazelazoxistrobina em amostras de polpa e casca de banana se
baseou no trabalho desenvolvido por Goulart et al. (2008) para extracado de piretroides em

leite.
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Optou-se em utilizar a otimizagcdo univariada, em que um unico fator é alterado e
analisado em cada experimento enquanto 0S outros parametros permanecem constantes.
No processo de otimizacdo desta técnica varios fatores foram avaliados a fim de obter
os melhores rendimentos. Entre eles foram: adicdo da agua, velocidade de centrifugacéo,

tempo de congelamento e solventes extratores.

4.4.4. Adicdo de agua

Avaliou-se a quantidade de agua a ser adicionada na amostra. Os volumes adicionados a
2,0000 g de amostra e 4,0 mL de mistura extratora, foram: 0,5; 1,0 e 1,5 mL de agua. Em

seguida, a técnica ESL/PBT foi utilizada como descrito no item 4.4.2.

4.4.5. Velocidade de centrifugacéo

Outro parametro que também foi avaliado na otimizacao da técnica de ESL/PBT foi a
velocidade de centrifugagcdo. Para fazer essa avaliagdo foram utilizados os procedimentos
descritos nos itens 4.4.1 e 4.4.2, com o0 parametro otimizado no item anterior. As velocidades
testadas foram: 2000, 2500 e 3000 rpm.

4.4.6. Tempo de congelamento

Foram testados diferentes tempos de congelamento como outro parametro na otimizacéo
da ESL/PBT para a extracdo dos agrotoxicos na polpa e na casca da banana. As amostras
foram preparadas conforme descrito nos itens 4.4.1 e 4.4.2. Utilizando os fatores otimizados

nos itens anteriores. Avaliaram-se os tempos de 2 e 3 h.

4.4.7. Solventes extratores

O solvente extrator foi outro parametro estudado na otimizagdo da ESL/PBT para a
extracdo dos agrotoxicos na polpa e na casca de banana. As amostras foram preparadas
conforme descrito no item 4.4.1. O método foi aplicado, variando o volume de solvente e

mantendo os fatores otimizados nos itens anteriores. Foram testados como solventes
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extratores 4,0 mL de acetonitrila e a mistura acetonitrila: acetato de etila nos volumés de 3,2
mL e 0,75 mL, respectivamente.

4.5. QUEChERS

4.5.1. Preparo e fortificacdo das amostras de banana

Para a extracdo dos agrotoxicos na casca e na polpa se adaptou a metodologaa propost
por Carneiro e colaboradores (2013). Em frascos de centrifuga de polipropileno de capacidade
de 50,0 mL foram adicionados 5,0000 g de amostra, que foram fortificados nos niveis
estabelecidos no item 4.1 com os volumes das solu¢cdes descritas no item no item 4.3. Os
frascos destampados foram deixados em repouso por 1lh para permitir a interacdo dos

agrotoxicos com a matriz e a evaporacao do solvente.

4.5.2. Extracdo dos agrotéxicos

Aos frascos de polipropileno contendo as amostras de banana, adicionou-se a fase
extratora composta de 4,06 mL de acetonitrila e 0,94 mL de acetato de etila. Em seguida a
mistura foi agitada vigorosamenrgen vortex por 1 min na velocidade de 6 do aparelho. Em
seguida foram adicionadas 0,5000 g de cloreto de sodio e 2,0000 g de sulfato de magnésio. A
mistura foi agitada novamente por 1 remvortex e centrifugada por 9 min a 2500 rpm.

Depois da centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um frasco de vidro de
capacidade de 22,0 mL contendo 0,7500 g de sulfato de magnésio. A mistura foi agitada
novamente por 1 miem vortex e centrifugada por 9ima 2500 rpm. Finalmente cerca de
1600 uL da fase superior foram retirados e transferidos para um vial, para posterior andlise
por CG/DCE. (CARNERO et al., 2013)

4 .5.3. Solventes extratores

O solvente extrator também foi avaliado para o método QUEChERS. As amostras foram
preparadas conforme descrito no item 4.5.1. Foram testados como solventes extratores 5,0 mL
de acetonitrila e a mistura acetonitrila: acetato de etila nos volumes de 4,06 mL e 0,94 mL,

respectivamente. Os outros parametros foram mantidos constantes.
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4.6. Efeito de matriz

Para verificar o efeito de matriz foram construidas curvas analiticas em solvente puro
e para cada matriz e método. A primeira curva foi construida com solu¢bes padrédo dos
agrotoxicos preparadas em acetonitrila. As outras curvas foram construidas pela mjecéo d
solugbes dos padrbes preparadas em extratos organicos obtidos de cada matriz pelos dois
métodos propostos, contendo consequentemente todos os interferentes e co-extrativos da

matriz.

As concentracbes das solucdes padrdo preparadas para construcdo das curvas
analiticas foram de 50,0; 100,0; 150,0; 200,0; 250,0; 300,0; 350,0 e 400.0nuependente
da matriz e do método.

A porcentagem do efeito de matriz (%EM) foi calculada segundo a Equacéo 1.

4.7. Validacdo dos métodos

Os parametros considerados para a validacdo dos métodos foram o0s seguintes:
seletividade, linearidade da resposta do detector; linearidade do método; limite de deteccéo
(LD) e limite de quantificacdo (LQ); exatiddo (ensaios de recuperacdo); precisdo
(repetitividade e precisao intermediaria). Estes parametros considerados foram baseados em
recomendacgdes do MAPA (2011) e Ribani et al. (2004).

4.7.1. Seletividade

A seletividade foi avaliada pela comparacdo dos cromatogramas dos extratos obtidos
apos a extracdo das amostras da casca e polpa, isentas dos agrotdéxicos em estudo, com o
cromatogramas dos extratos obtidos das matrizes fortificadas e submetidas aos procedimentos

descritos anteriormente.

4.7.2. Linearidade da resposta do detector

A linearidade de resposta do detector por captura de elétrons foi avaliada pela injecéo de

solucbes padréo preparadas em acetonitrila em concentracdes crescentes. Neste trabalho, a:
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concentracdes injetadas foram de: 10,0; 200,0; 450,0; 750,0; 1125,0; 1550,0 e 1758,0 pg L

para cada agrotéxico.

4.7.3. Linearidade de resposta dos métodos

A linearidade dos métodos foi verificada por meio da constru¢do de curvas analiticas
obtidas da extracdo dos agrotoxicos de amostras fortificadas, submetidas aos métodos de
extracdo. Neste trabalho, as concentracbes foram calculadas em funcdo do LQ de cada

agrotoxico na referida matriz (Tabela 6).

Tabela 6. Concentracbes dos agrotdéxicos nas amostras empregadas para construcao das
curvas analiticas por superposi¢cao da matriz.

Polpa Casca
Ponto 1 LQ LQ
Ponto 2 5LQ 2LQ
Ponto 3 10LQ 4LQ
Ponto 4 15LQ 6LQ
Ponto 5 20LQ 8LQ
Ponto 6 25LQ 10LQ
Ponto 7 30LQ 121LQ

4.7.4. Limites de deteccdo e quantificacao

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados baseando-se nos
parametros das curvas analiticas obtidas pela andlise dos extratos das amostras fortificadas.
As amostras foram fortificadas nas seguintes concentracées de 10,0 agRfDpara o
clorotalonil, imazalile azoxistrobina, de 5,0 a 60,@ kg” para o clorpirifés bifentrina e de

30,0 a 180,ugkg™ para o ifenoconazol, independente da matriz e do método.

4.7.5. Precisao

A precisdo dos meétodofi avaliada por meio da repetitividade e da precisédo

intermediaria.

31



Material e métodos

4.75.1. Repetitividade

Este estudo consistiu em preparar, injetar e analisar no mesmo dia, seis extratos de
amostras fortificadas com os agrotoxicos em trés niveis de concentracfes. As amostras
fortificadas foram submetidas as técnicas de extracdo otimizadas. As amostras foram
fortificadas para que os agrotéxicos na polpa apresentassem concentracdes iguais @ LQ, 15L
e 30LQ e na casca concentracdes iguais a LQ, 6LQ e 12LQ, tendo como parametro de
avaliacdo o coeficiente de variacdo (CV%) referente as porcentagens de recuge icage

agrotoxico em cada matriz.

475.2. Preciséo intermediaria.

A precisé@o intermediaria foi avaliada por meio do coeficiente de variacao )(CV%
referente as porcentagens de recuperacdo dos agrotéxicos em estudo, obtidos da analise do:
extratos de seis amostras fortificadas, submetidas as técnicas de extracdo, em concentracdes
iguais ao LQ, 15LQ e 30LQ para polpa e ao LQ, 6LQ e 12LQ para casceaparam dos

agrotoxicos, em trés dias diferentes ndo consecutivos.

4.7.6. Exatidao

Para avaliar a exatidao, foram realizados ensaios de recuperagdo por sextuplicata em
cada nivel de concentracdo. As amostras foram fortificadas para que os agrotoxicos na polpa
apresentassem concentracdes iguais a LQ, 15LQ e 30LQ e na casca concentraigoas ig
LQ, 6LQ e 12LQ.

4.8. Efeito do estadio de maturacdo da banana

Para avaliar o efeito do estadio de maturacdo da banana na eficiéncia de extracdo dos
agrotoxicos pelos métodos considerados, foram medidasessdagpolpa e da casca em trés
dias diferentes ndo consecutivos utilizando um colorimetro (marca Konica Minolta (Ramsey,
EUA) CR400 (iluminante C e angulo 10°) pelo sistema CIE (Comission Internacionale de
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I’Eclairage)), com leitura direta de reflectancia das coordenadas “L” correspondente a
luminosidade, “a*” leitura relativa de verde(-) a vernelho (+) e “b*” leitura relativa de azul (-

) a amarelo (+). (HARDEBERG, 2001)

Com os valores das coordenadas L*, a*, b* foi possivel gerar parametros relacionados
a saturacdo da cor, Chroma (C)qfksdo 4) ¢ a diferenca de cor (AE) (Equacgéo 5)
(HARDEBERG, 2001; TIANO,2009; ).

Chroma=,/(a*2 + b*2) Equacéo (4)

AE=/((AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? Equac&o (5)

ApoOs a determinacdo da cor, prepararam-se 5,0 mL de extratos para cada matriz de
acordo com os métodos propostos nos itens 4.4 e 4.5, sem a fortificacéo.

Em seguida 160QuL do extrato foram fortificados com a solugédo de trabalho
respectiva para cada matriz descritas no item 4.1 para ter concentracdes de 15LQ para polpa e
de 6LQ para casca. Cada aliquota, logo apGs o preparo, foi analisada por cromafgrafia

ensaios foram realizadesntriplicata.

4.9. Estabilidade do analito no extrato da matriz

Para avaliacao da estabilidade do analito no extrato da matriz, foram preparados cerca
de 50 mL de extrato para cada matriz de acordo com 0s métodos propostos e descritos nos
itens 4.4 e 4.5, sem a fortificagao.

Em seguida 10,0 mL de extrato foram fortificados com a respectiva solucdo de
trabalho para cada matriz, conforme descrito no item 4.1, para ter concentragdes de 15LQ
para polpa e de 6LQ para casca.

Cada solucgéo foi dividida em cinco aliquotas de 2,0 mL. A partir de uma dessas
aliquotas, logo ap0s o preparo, retirou-se 1@lD@olocando direito no vial para imediata
analise cromatografica. As demais aliquotas foram rotuladas e guardadas n@f2@2€s.

Apoés 7, 14, 21 e 28 dias de estocagenaralises cromatogréaficas foram feitas para cada

aliquota. Os ensaios foram realizadastriplicata.
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4.10. Analise da banana inteira

Para analisar a banana inteira, isto € com casca e polpa, foram realizados ensaios de
recuperagdcem triplicata. As amostras de banana foram preparadas de acordo com o0s
métodos propostos nos itens 4.4. e 4.5 para a casca. Cada amostra foi fortificada com as
solucdes de trabalho descritas no item 4.1 com um nivel de concentracédo 6LQ, para posterior

analise cromatogréfica.

4.11. Aplicacdo do método

Os métodos otimizados e validadfssam aplicados no estudo das concentracdes
residuais dos agrotoxicos em amostras de polpa e de casca de banana. As amostras de banar
foram adquiridas na feira local de agricultores da regido de Vicosa e em dois estabelecimentos
hortifrati de Vicosa-MG. As amostras foram adquiridas de prodsithiferentes. As bananas
da feira foram obtidas de dois produtores de Texeiras e um de Cajuri. Os hortifrdtis recebem
amostras provenientes de um produtor de Teixeiras e do Ceasa de Belo Horizonte.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise cromatografica

As condi¢bes cromatograficas estabelecidas permitiram separar adequadamente o0s

agrotoxicos em estudo, com um tempo de analise de 13 min.

Um cromatograma de uma solucdo padrdo em acetonitrila contendo os agrotoxicos em

estudo sob as condi¢Bes descritas no item 4.2 esta representado na Figura 9.

120000 —
100000 —_
80000 —_
60000 —-

40000 — 3

Reposta do detetor uV

20000 —

-20000

T T T T
o 2 -4 6 8 10 12

Tempo (min)

Figura 9. Cromatograma de uma solucéo padrdo de agrotoxicos a 3,0.rEglque 1-
clorotalonil = 5,05 min; 2-clorpirifésg= 5,95 min; 3-imazalilg= 7,45 min; 4- bifentrinagt
8,86 min; 5-difenoconazokt 11,48 min; 6-azoxistrobinat 12,07 min.

Para a identificacdo dos compostos de interesse, comparou-se o tempo de rgjencao (t
referente a cada pico no cromatograma de uma solugdo padrdo com o cromatograma dos

extratos, apos a extracdo. (COLLINS et al., 2006)

Sobre a capacidade de clean up dos métodos, nas Figuras 10 e 11 sdo apresentados o
cromatogramas dos extratos de polpa e da casca da banana obtidos pelas duas técnicas d

extracao.
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Figura 10. Cromatograma de extratos de amostras de polpa de banana subénetidas
ESL/PBT e QUEChERS.
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Figura 11. Cromatograma de extratos de amostras de casca de banana submetidas a
ESL/PBT e QUEChERS.

Como pode ser visto nas Figuras 10 e 11, a técnica ESL/PBT produz extratos com
menores picos dos co-extractivos tanto na polpa, como na casca nos primeiros 4 min de
corrida cromatogréafica. Dessa forma a ESL/PBT apresenta uma eficiéncia melhor de

clean up para a remocéo dos interferentes tanto na polpa como na casca, para ambos 0s
métodos.
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5.2. Otimizagdo da técnica ESL/PBT

A técnica de extracdo solido liquido com particdo em baixa temperatura é uma técnica
gue tem sido utilizada para analise de agrotoxicos por cromatografia gasosa em diferentes
amostras como agua, alimentos, etc. (GOULART et al.,, 2010; DARDENGO et al., 2011;
PINHO et al., 2010; COSTA et al. 2015; SOARES, 2011; COSTA, 2010). Por este motivo foi
adaptado e otimizado neste trabalho, um método utilizando a ESL/PBT para identificar e
quantificar seis agrotéxicos em amostras de banana, tanto na polpa como na casca da mesma
Verifica-se, no entanto, que para cada matriz e para cada grupo de analitos éimeressa
ajuste do método para se obter as condi¢des analiticas ideais.

Por este motivo alguns parametros como adicdo da &gua, velocidade de centrifugacao,

tempo de congelamento e solventes extratores, foram avaliados.

5.2.1. Adicao de agua

Observou-se que, a adicdo de p00de agua for suficiente para que o gelo formado
cobrisse totalmente a polpa. Isso permitiu uma melhor visualizacdo da separacdo das fases
apos o congelament® obtendo suficiente volume do extrato organico (> 2,0 mL). Para a
casca, parte da fase organica ficava retida na casca apds o congelamento, sendo o volume de
solvente orgéanico coletado muito pequeno. Dessa forma, com o objetivo de disponibilizar
maior volume de fase organica apds a etapa de congelamento, a influéncia da adicao de agu
foi avaliada. Observou-se que ao utilizar maior quantidade de agua na casca, maior volume de
extrato organico foi recuperado, ficando a casca coberta pelo gelo formado. Um volume de
1,5 mL de &gua foi suficiente para cobrir totalmente a casca e obter volumes do extrato

organico maiores do que 2,0 mL.

Portanto, optou-se por utilizar um volume de agua de 0,5 mL para a polpa e de 1,5 mL
para a casca.

5.2.2. Velocidade de centrifugacéo

Apés a etapa de homogeneizacdo no vortex por 1 min, onde ocorre o maior contato da

amostra com a solucdo organica, a matriz se dispersa muito no solvente organico, sendo
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preciso a centrifugacdo. Observou-se que para uma rotacdo de 2000 rotagdes por minuto
(rpm) ficavam solidos suspensos no solvente organico em ambas matrizes, mas utilizando
2500 e 3000 rpm, os solidos suspensos sedimentavam. Por tanto, optou-se por trabalhar com

2500 rpm tanto para polpa como para casca.

5.2.3. Tempo de congelamento

O tempo de congelamento além de permitir a separacdo de fases, permite, com o
abaixamento gradual da temperatura, que 0s agrotoxicos migrem para a fase cam que té
maior afinidade (COSTA, 2011).

De acordo com Alves (2010) a separacao de fases entre o solvente orgéanico e a fase
aquosa (agua + amostra) ocorre 30 min apds a mistura ser colocada no freezer a uma
temperatura de cerca de -20 °C. Mas como o método utilizado neste trabalho € a
cromatografia gasosa, € preciso diminuir a presenca de agua no extrato organico, assim optou-

se por deixar a mistura por mais tempo no freezer.

COSTA (2011) e SOARES (2011) verificaram que o congelamento da fase aquosa
ocorreu entre 2-3 h a uma temperatura de -20 °C. Obtendo-se boa porcentagem de
recuperacdo com 3 h de congelamento. Porém pelos resultados obtidos neste trabalho, para 2
h o congelamento das amostras as vezes foi parcial, enquanto que para 3 h foi completo. Por

isso optou-se por trabalhar com um tempo de congelamento de 3 h.

5.2.4. Solventes extratores

Andlise de residuos de agrotoxicos tém utilizado solventes puros ou misturas de
solventes na etapa de extragdo, tais como a acetonitrila, a acetona e o acetato de etila, ou
misturas destes. Utilizando a técnica ESL/PBT, Santos (2012) tentou substituir o uso da
acetonitrila na mistura extratora por outros solventes, mas todas as misturas extratoras que
nao continham acetonitrila mostraramineficazes no processo, devido a ndo formacéao de
fase Unica ou porque ndo se conseguia boa separacdo das fases durante o abaixamento d
temperatura. Entanto Dardengo et al.(2011) e Pinho et al. (2010) durante seus trabalhos
observaram que a polaridade da mistura extratora influenciava na porcentagem de

recuperacdo dos agrotéxicos. Santos (2012), Costa (200@sta et al. (2015) acharam
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melhores niveis de recuperagdo de agrotdxicos, quando a mistura era menos polar, pelo fato
dos agrotéxicos terem caracteristicas apolares favorecendo a extracdo dos mesmos.

Com o objetivo de avaliar a influéncia da polaridade do solvente extrator nas respostas
cromatograficas (areas) obtidas para os agrotoxicos em amostras de polpa e cascede bana
utilizou-se como solventes extratores a acetonitrila pura e uma mistura de acetonitrila: acetato
de etila (aproximadamente 0,8:0,2) tanto para ESL/PBT como para QUEChERS. A adigéo de
acetato de etila diminui a polaridade do solvente extrator, favorecendo a extracdo dos
agrotoxicos menos polares.

As éareas obtidas com a acetonitrila e a mistura acetonitrila: acetato de etila foram
comparadas por meio dNOVA com 95% de confianca. Os p-valores obtidos na ANOVA
com valores menores do que 0,05 apresentam diferencas entre a acetonitrila pura e a mistura
acetonitrila: acetato de etila. Os resultados do teste sdo apresentados na Tabela 7 para cad:

agrotoxico em cada uma das matrizes, para ambos os métodos.

Tabela 7. p-valores obtidos para ANOVA para avaliacdo da mistura extratora dos métodos
ESL/PBT e QUEChERS.

Agrotoxicos Polpa Casca
ESL/PBT QUEChERS ESL/PBT QUEChERS

Clorotalonil 0,0657 0,0985 0,0173 0,3085
Clorpirifos 0,8825 0,0734 0,1175 0,2882
Imazalil 0,3906 0,8370 0,0983 0,001
Bifentrina 0,9593 0,6401 0,3019 0,5512

Difenoconazol 0,025 0,0273 0,0973 -
Azoxistrobina 0,9446 0,0488 0,1703 0,4330

De acordo com os resultados obtidos, para o difenoconazol na polpa, @&anto n
ESL/PBT como no QUEChERS, para a azoxistrobina na polpa com QUEChERS, para o
clorotalonil na casca com a ESL/PBT e para o imazalil na casca com o0 QUEChERS, existe
diferencas significativas entre as respostas cromatograficas, quando se utiliza o solvente puro
e a mistura acetonitrila: acetato de etila. Ote@m trabalhar com a mistura acetonitrila:
acetato de etila por apresentar maiores respostas cromatograficas para os analitas nas dua

matrizes, tanto para a ESL/PBT como para o QUEChERS.
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5.3. Método otimizado

O método ESL/PBT-CG/DCE foi otimizado para determinagdo dos agrotoxicos
clorotalonil, clorpirifés, imazalil, bifentrina, difenoconazelazoxistrobina em amostras de
polpa e casca de banana.

O método otimizado consiste em adicionar 0,5 mL de agua, 3,25 mL de acetonitrila e
0,75 mL de acetato de letem 2,0000 g de polpa. Essa mistura € agitada em vortex por 1 min.
Para a casca segue-se o0 mesmo procedimento, empregando, neste caso, 1,5 mL de agua.

Posteriormente a mistura é centrifugada a 2500 rpm por 5 min e deixada emdfreezer
aproximadamente -20 °C por 3 h. Decorrido o tempo estabelecido, sdo coletadgd. TRO0
extrato organico e colocados em um vial para posterior andlise cromatogréfica.

A anadlise cromatografica dos extratos foi feita nas condi¢des estabelecidas e descritas

no item 4.2.

5.4. Efeito de matriz

A andlise dos extratos de amostras complexas pode apresentar diversos problemas

causados por interferentes da matriz quando injetadas no sistema cromatografico.

Conforme descrito no item 4.6, o efeito de matriz é avaliado pela construcdo de curvas
analiticas nos extratos das amostras isentas de agrotoxicos e também em solvente puro. As
curvas analiticas foram comparadas para cada agrotoxico e estdo apresentadasssag Figur
e 13, para polpa e para casca, respectivamente e os parametros das equacdes de regressa

linear estdo nas Tabelas 8 e 9.
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Figura 12. Curvas analiticas dos agrotéxicos preparadas em solvente e extrato de amostras de polpa de banana submetidas a QUEChERS e
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Tabela 8. Parametros das equacdes de regressao linear preparadas em solvente puro e nos
extratos de polpa da banana para cada método de extracao.

Agrotoxico Sensibilidade Branco Coeficiente de
correlacao

Clorotalonil Solvente 2585,5 -14645 0,999
ESL/PBT 23921 21518 0,999
QUEChERS 2120,0 30704 0,998
Clorpirifos Solvente 1604,6 31173 0,998
ESL/PBT 1119,3 31193 0,998
QUEChERS 1051,2 8603 0,996
Imazalil Solvente 1143,8 -28034 0,997
ESL/PBT 669,2 -23155 0,998
QUEChERS 711,2 -5269 0,999
Bifentrina Solvente 510,0 7687 0,996
ESL/PBT 368,5 3308 0,999
QUEChERS 400,8 98144 0,997
Difenoconazol Solvente 306,6 -701 0,999
ESL/PBT 423,4 -88516 0,999
QUEChERS 4273 13756 0,995
Azoxistrobina Solvente 582,5 10379 0,998
ESL/PBT 677,7 -10564 0,999
QUEChERS 665,9 26191 0,999

Segundo Sousa et al. (2012), a variagdo nas inclina¢cdes nas curvas (solvente e matriz)
indica que os componentes da matriz contribuem para introducdo de um erro sistematico na
andlise cromatogréfica.

Observa-se na Figura 12 que existem diferencas nas inclinacées das curvas analiticas
em solvente puro e nos extratos QUEChERS e ESL/PBdin8knacéao da curva no solvente
puro for maior que a inclinacdo da curva no extrato, indica que a resposta cromatogréfica é
maior em solvente puro, comparada a um extrato. Isto €, o composto em questdo sofreu
interferéncia negativa pelos componentes da matriz. Se o coeficiente angular é maior para o
extrato que para o solvente puro, é porque a resposta cromatografica € maior no extrato
devido que o composto apresenta interferéncias positivas pelos componentes da matriz. Nota-
se na Tabela 8 que em ambas as extracdes o0s co-extrativos favoreceram a interferéncia
negativa na quantificacdo do clorotalonil, clorpirifés, imazalbifentrina. Este fato pode

estar relacionado com problemas associados a injecdo dos analitos em presenca de co-
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extrativos no extrato da matriz. Nessas injecbes pode ocorrer o acumulo gradual de
componentes da matriz ndo volateis no sistema cromatogréfico, resultando na formacédo de
novos sitios ativos no injetor, diminuindo assisespostas dos analitos. (MASTOVSKA et

al., 2004)

Enquanto que para o difenoconazol e a azoxistrobina os co-extrativos favoreceram a
interferéncia positiva na quantificacao, proporcionando maiores respostas cromatograficas dos
analitos, quando comparado com o solvente puro.

Para a ESL/PBT o clorotalonil, o clorpirifos e a azoxistrobina apresentaram maior
inclinacdo da curva que para QUEChERS. Enquanto o imazalil, a bifentrina e o difenoconazol

apresentaram maiores inclinacées para o QUEChERS do que para a ESL/PBT.
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Figura 13. Curvas analiticas dos agrotoxicos preparadas em solvente e extrato de amostras de casca de banana submetidasea QUEChERS
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Tabela 9. Parametros das equacdes de regressao linear preparadas em solvente puro e nos
extratos de casca da banana para cada método de extracao.

Agrotoxico a b r
Clorotalonil Solvente 2585,5 -14645 1,000
ESL/PBT 1819,6 86771 0,990
QUEChERS 2391,8 91650 0,995
Clorpirifos Solvente 1604,6 31173 0,998
ESL/PBT 1279,5 36988 0,996
QUEChERS 1204,1 17544 0,997
Imazalil Solvente 1143,8 -28034 0,997
ESL/PBT 667,9 -11451 0,995
QUEChERS 991,1 -11930 0,996
Bifentrina Solvente 510,0 7687 0,996
ESL/PBT 335,1 63038 0,999
QUEChERS 265,8 142 0,996
Difenoconazol Solvente 306,6 -701 0,999
ESL/PBT 347,2 42777 0,999
Azoxistrobina Solvente 582,5 10379 0,998
ESL/PBT 621,0 15923 0,999
QUEChERS 658,5 37353 0,999

Nota-se na Figura 13 que existem pequenas diferencas nas inclinagbes das curvas
analiticas em solvente puro e nos extratos QUEChERS e ESL/PBT, exceto para o clorpirifés
Como ja foi mencionado anteriormente para a polpa, se a inclinagdo da curva no solvente
puro for maior que a inclinacdo da curva no extrato € devido que o composto em questéo
sofreu interferéncia negativa pelos componentes da matriz.

Observe-se na Tabela 9 que em ambas as extracdes 0s co-extrativos favoreceram a
interferéncia negativa na quantificacdo de todos os agrotoxicos. Como ja foi mencionado este
fato pode ocorrer devido ao acumulo gradual de componentes da matriz ndo volateis no
sistema cromatografico, resultando na formagédo de novos sitios ativos, diminuindo as
respostas dos analitos. (MASTOVSKA et al., 2004)

Para a ESL/PBT o clorpirifos e a bifentrina apresentaram maior inclinacdo da curva
que para QUEChERS. Enquanto o clorotalonil, o imazalil e a azoxistrobina apresentaram

maiores inclinacées para o0 QUEChERS que para a ESL/PBT. Para o difenoconazol n&o foi
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possivel a construcao da curva para QUEChERS pois 0 extrato apresentou um co-extrativo no
mesmo tempo de retencdo. Romem todas as amostras apresentavamoesserativo.

Para avaliacdo do grau do efeito de matriz dos extratos da polpa e da casca, foi feita
uma comparacgao entre as areas obtidas para as solugdes em solvente puro com as obtidas cor
solucBes preparadas nos extratos da matriz. O célculo foi realizado através da equacao (1) do

item 2.7. Os resultados séo apresentados nas &iigumal5.
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Figura 14. Grau do efeito de matriz para os agrotdxicos em estudo em amostras de polpa de banana.
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Observa-se na Figura 14 que a ESL/PBT para o clorotalonil em concentracdes
menores tem um efeito de matriz positivo e para concentracbes maiores, a partir de 252,0 pg
L™ esse efeito passa a ser negativo, enquanto que para QUEChERS em todas as concentracde
o efeito da matriz suprime a resposta cromatografica. Nota-se que para todas as concentracoes
o efeito de matriz € maior no QUEChERS do que para ESL/PBT, exceto para a concentracao
de 50,0 pug L}, em que a ESL/PBT apresentou o maior efeito de matriz de 20,54%, enquant
que para o QUEChERS foi -17,38% para a concentracdo maior, de 4040 ug L

Para o clorpirifés a presenca de co-extrativos na matriz suprime a resposta
cromatografica por ambas as técnicas, sendo maior o efeito de matriz para o QUEChERS em
todas as concentracfes utilizadas. Observa-se que o efeito de matriz € maior em

concentracbes menores, principalmente para a concentracdo gde 53,0

Para o imazalil aconteceu 0 mesmo que para o clorpirifés, porém a ESL/PBT é a
técnica que apresenta maior efeito de matriz em todas as concentracfes, sendo maior o efeito

de matriz para a concentracéo de 50,0 Jig L

Para a bifentrina o efeito de matriz é positivo para QUEChERS em todas as
concentracdes, diminuindo conforme aumenta a concentracdo; enquanto que para a ESL/PBT
o efeito de matriz suprime a resposta cromatografica sendo constante para todas as
concentracdes. Além disso, o efeito de matriz em geral € muito maior para o QUEChERS (na
faixa de 281,42% e 25,75%) que para a ESL/PBT (faixa entre -33,74% e -26,90%) , tendo
uma maior influéncia dos co-extrativos da matriz.

Para o difenoconazol, tanto para QUEChERS como para a ESL/PBT, o efeito de matriz
é positivo em todas as concentracdes, exceto na concentracdo de 50,quegfai negativo
para a ESL/PBT. Observe-se que a QUEChERS apresenta maior interferéncia pelos co-
extrativos que a ESL/PBT.

Para a azoxistrobina com a ESL/PBT em concentragcbes menores o feito matriz €
negativo e maior, que o efeito de matriz em concentracfes maiores, nas quais o efeito € menor
e além disso vira positivo. Para o0 QUEChERS, o efeito de matriz é positivo para quase todas
as concentracdes, exceto para 100,0 e 200,0'ug L
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Figura 15. Grau do efeito de matriz para os agrotoxicos em estudo em amostras de casca de banana.
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Na Figura 15 observe-se para o clorotalonil com a extracdo QUEChERS, que o efeito
de matriz é positivo e maior para as concentragdes menores e diminui conforme aumenta a
concentracdo. Para a ESL/PBT o efeito de matriz é positivo em concentragdes menores e
negativo para as concentracées maiores, a partir de 202,0.Npta-se que o efeito vai
aumentado conforme aumenta a concentracdo. Porém o QUEChERS apresenta maior efeito de
matriz que a ESL/PBT.

Para o clorpirifés o efeito de matriz para ambas as técnicas € negativo, sendo maior
para 0 QUEChERS em todas as concentracdes. Portanto os co-extrativos presentes no extratc

diminuem a resposta cromatogréfica do analito.

Para o imazalil ambas as técnicas apresentam efeitos de matriz negativos para todas as
concentracdes, exceto a 100,0 |y ue o efeito com QUEChERS foi positivo. Para este
composto a ESL/PBT apresenta maior efeito de matriz que o QUEChERS.

Para a bifentrina na ESL/PBT apresenta efeito de matriz positivo para as
concentragbes menores e negativo para as concentragfes maiores. Nota-se que tem ume
diminuicdo do efeito com o aumento da concentracdo. Para o QUEChERS em todas as

concentracdes o efeito de matriz é negativo e constante de uma concentracdo para outra.

Para o difenoconazol o efeito de matriz é positivo em todas as concentracdes, sendo

maior para a concentracdo de 50,0 fig L

Para a azoxistrobina o efeito de matriz € positivo tanto para QUEChERS como para
ESL/PBT, sendo maior para 0 QUEChERS em todas as concentra¢des, principalmente em

conce ntra(;(”)es menores.

Como explicado por HALOVA et al., 1998, o efeito de matriz € maior para as
baixas concentracdes de agrotoxicos. Resultados obtidos para todos os compostos tanto na

polpa como na casca.

Pode-se concluir dessa forma que para todos os agrotoxicos, 0s componentes da matriz
contribuem para a variacdo da resposta cromatografica de forma positiva ou negativa
dependendo do agrotoxico e da matriz.

Compararam-se 0os métodos de extragdo utilizando o test t-pareado com um 95% de
confianca por meio das inclina¢des das curvas analiticas utilizadas para determinar o efeito de
matriz, tanto para polpa como para casca, apresentadas nas Tabelas 8 e 9. Valores maiores ¢
2,2 apresentam diferengas significativas entre ambos os métodos. Na Tabela 10 estdo

apresentados os t-calculados para cada agrotoéxico tanto na polpa como na casca.
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Tabela 10.Teste t-pareado para comparar os métodos na polpa e na casca.

Polpa Casca

tcalculado t calculado
Clorotalonil 0,1 0,1
Clorpirifés 0,1 0,0
Imazalil 0,2 0,3
Bifentrina 0,3 1,0

Difenoconazol 1,1 -

Azoxistrobina 0,1 0,2

teritico 2,2

Observa-se que nao existe diferencas significativas para nenhum dos agrotoxicos
estudados utilizando a ESL/PBT e o QUEChERS nem para a polpa, nem para a casca. Porém
para o difenoconazol ndo foi possivel comparar as técnicas na casca devido a interferéncia
apresentada utilizando a técnica QUEChERS.

Devido que tanto para polpa como para casca utilizando a ESL/PBT e o QUEChERS
existe efeito de matriz optou-se por trabalhar com o método de superposi¢céo de matriz.

5.5. Validacdo dos métodos analiticos

A validacdo de um método tem como finalidade demostrar que o método analitico é
adequado para o seu propoésito. Assim, para que um meétodo analitico gere informacdes
interpretaveis sobre uma amostra, este deve passar por uma avaliacdo denominada validacéo.
(BRITO et al., 2003).

5.5.1. Seletividade dos métodos

Para avaliar a seletividade da ESL/PBT e QUEChERS, compararam-se o0s
cromatogramas dos extratos obtidos apos as extracbes em amostras isentas dos agrotoxicos
com os extratos das amostras fortificadas com os compostos em estudo.

Nas Figuras 16 a 19 sdo apresentadas uma superposi¢ao entre 0s cromatogramas, sendt
0 cromatograma em azul referente ao extrato do branco da matriz isenta de contanonacéo e

cromatograma em rosa do extrato do branco fortificado com os agrotoxicos.
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150000 —

100000 —

Resposta do detector (V)

50000 —

Tempo (min)

Figura 16. Cromatogramas dos extratos das amostras de polpa submetidas a ESL/BBT (rosa
contendo os agrotéxicos a 3,0 mg & (azul) isenta de agrotéxicos. 1-clorotalogit 6,05

min; 2-clorpirifés k= 5,95 min; 3-imazalil g&= 7,45 min; 4- bifentrinagt 8,86 m, 5-
difenoconazold= 11,48 min; 6-azoxistrobinat 12,07.

1000000 —

Resposta do detector (uV)

Tempo (min)

Figura 17. Cromatogramas dos extratos das amostras de polpa submetidas a extracdo
QUEChERS (rosa) contendo os agrotéxicos a 3,0 thg Kazul) isenta de agrotéxicos. 1-
clorotalonil = 5,05 min; 2-clorpirifosg= 5,95 min; 3-imazalilg= 7,45 min; 4- bifentrinagt

8,86 min; 5-difenoconazokt 11,48 min; 6-azoxistrobinas 12,07.
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Resposta do detector (uV)

Tempo (min)

Figura 18. Cromatogramas dos extratos das amostras de casca submetidas a ESL/PBT (rosa
contendo os agrotéxicos a 3,0 mg & (azul) isenta de agrotéxicos. 1-clorotalogit 6,05

min; 2-clorpirifés k= 5,95 min; 3-imazalil &= 7,45 min; 4- bifentrinagt 8,86 min; 5-
difenoconazold= 11,48 min; 6-azoxistrobinat 12,07.

500000 -

Resposta do detector (uV)

)

o 5 10

(]

Tempo (min)

Figura 19. Cromatogramas dos extratos das amostras de casca submetidas a extracédo
QUEChERS (rosa) contendo os agrotéxicos a 3,0 thg (azul) isenta de agrotéxicos. 1-
clorotalonil = 5,05 min; 2-clorpirifosg= 5,95 min; 3-imazalilg= 7,45 min; 4- bifentrinagt
8,86 min; 5-difenoconazokt 11,48 min; 6-azoxistrobinat 12,07.

Nos cromatogramas das Figsire6 a 19, observa-se que, apesar da complexidade na
composicao das matrizes, nenhuns de seus interferentes apresentamuoEntes com 0S

picos dos analitos analisados. Assim, se confirma a seletividade das técnicas de extracao.

5.5.2. Linearidade de resposta do detector

Para avaliar a qualidade da curva analitica, considera-se o coeficienteetc&or

(r), de modo que, se este valor for proximo a 1,0, menor sera a dispersdo do conjunto de
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pontos experimentais e a incerteza dos coeficientes de regresséo estimados. Como referéncia &
ANVISA recomenda que o valor de r seja maior que 0,99 (ANVISA, 2003).

A qualidade do ajuste do modelo de regressao da resposta do detector foi avaliada
pelas curvas analiticas preparadas conforme o item 4.7.2. Na Figura 20 estéo representadas a
curvas analiticas quando as solu¢des padrdo foram analisada&paLE. NA Tabela 11
estdo apresentados os parametros das equacfes de regressao linear para cada Agrotoxico.

linearidade foi avaliada pelo valor obtido no coeficiente de correlagéo.

Curvas analiticas

4000000+
3500000 -
3000000 - Clorotalonil
o 2500000 A Bifentrina
> |
2000000 X Clorpirifés
1500000 - .
X Difenoconazol
1000000 -
Azoxistrobina
500000 -
& Imazalil

O :: T T T 1
0,00 500,00 1000,00  1500,00  2000,00

Concentracéo (ug?d

Figura 20. Curvas analiticas preparadas a partir das respostas cromatogréaficas das
solucdes padrdo dos agrotdxicos na faixa de concentracdo entre 10,0 e 1750,0 pug L
analisadas pdCG-DCE.
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Tabela 11.Parametros das equacdes de regressao linear das respostas cromatograficas
das solucdes padrédo dos agrotoxicos em acetonitrila.

Agrotoxicos Sensibilidade Branco Coeficiente de
correlacéo

Clorotalonil 1939,1 122706 0,998
Clorpirifos 1019,2 105782 0,998
Imazalil 879,2 13999 0,996
Bifentrina 370,8 33062 0,997
Difenoconazol 353,3 -16194 0,995
Azoxistrobina 571,3 -6176 0,996

Observa-se na Tabela 11, em termos de coeficiente de correlagéo, obtidos pelo modelo
de regressao linear (y=ax+b), que a linearidade das respostas cromatograficas dos compostos
estudados sdo maiores ou iguais a 0,995. Além disso, pode-se notar pela inclinagdo das curvas
analiticas, que representa a sensibilidade analitica, que o detector por captura de elétrons é
mais sensivel aos compostos clorotalonil, clorpiri@$mazalil. Esta sensibilidade esta
relacionada com a presenca e quantidade de atomos eletronegativos presentes na estrutura do

analitos que capturam elétrons, tais como cloro, oxigénio e nitrogénio.

5.5.3. Linearidade de resposta dos métodos

A linearidade do método corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo do analito, dentro de uma determinada faixa de
concentracdo onde o método sera aplicado. Isto é avaliado por meio de curvas analiticas
construidas com dados de amostras fortificadas e submetidas as extracbes (VALDERRAMA
et al., 2009).

Desta forma, apds analise dos extratos preparados a partir de amostras de polpa e casca
de banana pelos dois métodos de extracdo e fortificadas em funcédo do LQ de cada agrotoxico
(item 4.1), foram construidas curvas analiticas para cada um dos agrotoxicos. Essas curvas
foram avaliadas pela regresséo linear através do método de minimos quadrados.

Na Figura 21 e 22 sao mostradas as curvas analiticas obtidas para polpa, para cada
composto, pelo método de superposicdo da matriz do método ESL/PBT e QUEChERS
respectivamente. Na Tabela 12 sdo apresentadas as faixas de concentracdo utilizadas, assin

como os parametros das equacoes de regressao linear dessas curvas.
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Clorotalonil Clorpirifés
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Figura 21. Curvas analiticas preparadas a partir dos extratos de amostras de polpa
fortificadas e submetidas a extracdo ESL/PBT.
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Clorotalonil Clorbirif
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Figura 22. Curvas analiticas preparadas a partir dos extratos de amostras de polpa
fortificadas e submetidas a extracdo pelo QUEChERS.
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Tabela 12 Faixas de concentracdo e parametros das equacoes de regressao linear das curvas
analiticas preparadas em extratos de amostras de polpa fortificadas e submetidas a extracao
ESL/PBT e QUEChERS.

Agrotoxico Sensibilidade Branco Coeficiente de Faixa linear
correlacéo (Lg kg™
Clorotalonil 1273,6 1162,9 0,995 7,0-210,0
— Clorpirifés 446,1 316,3 0,996 10,0 - 300,0
o Imazalil 245,8 930,5 0,995 18,0- 540,0
8 Bifentrina 232,8 113,6 0,998 12,0 - 360,0
w Difenoconazol 147.,8 -211,0 0,995 15,0 - 450,0
Azoxistrobina 304,6 5228,0 0,995 14,0 - 420,0
Clorotalonil 1709,6 9898,4 0,995 23,0-690,0
& Clorpirifos 682,8 3464,8 0,996 13,0 - 390,0
e Imazalil 1132,2 1309,2 0,995 19,0- 570,0
8 Bifentrina 324,9 2060,0 0,996 13,0 - 390,0
8, Difenoconazol 290,3 31021,0 0,996 45,0 - 1350,0
Azoxistrobina 606,5 14182,0 0,996 23,0 - 690,0

Os dados da Tabela 12 permitem observar que os coeficientes de correlacdo dos dois
métodos sao iguais ou maiores a 0,995 e para ambos os métodos a linearidade ndo difere
muito entre si. Em relac&o a sensibilidade tanto para a ESL/PBT como para o0 QUEChERS, o
clorotalonil apresenta uma maior inclinacdo da curva em comparacédo ao demais agrotoxicos
estudados. Para todos os agrotéxicos o método QUEChERS apresentou maior sensibilidade do
que a ESL/PBT. Se sado comparadas com as sensibilidades no solvente puro (Tabela 11), todos
0s agrotéxicos apresentam sensibilidades menores para ambos os métodos, exceto para

imazalil e azoxistrobina, utilizando o QUEChERS.

Nas Figuras 23 e 24 sdo mostradas as curvas analiticas obtidas para casadapara
composto pelo método de superposicdo da matriz dos métodos ESL/PBT e QUEChERS,
respectivamente. &Tabela 13 sdo apresentadas as faixas de concentracao utilizadas, assim

como os parametros das equacgdes de regressao linear dessas curvas.
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Figura 23. Curvas analiticas preparadas a partir dos extratos de amostras de casca fortificadas
e submetidas a extracdo ESL/PBT.
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Figura 24. Curvas analiticas preparadas a partir de extratos de amostras de casca
fortificadas e submetidas a extracdo QUEChERS.
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Tabela 13.Faixas de concentracédo e parametros das equacdes de regressao linear das curvas
analiticas preparadas em extratos de amostras de casca fortificadas e submetidg&oa extra
ESL/PBTe QUEChERS.

Agrotoxico Sensibilidade  Branco  Coeficiente de Faixa linear
correlacéo (Lgkg™)

Clorotalonil 1075,6 55221,0 0,996 91,0 - 1092,0

o Clorpirifés 573,5 5128,8 0,995 10,0-120,0
a Imazalil 303,7 -1236,1 0,995 18,0 - 216,0
) Bifentrina 134,2 7744,6 0,998 16,0-192,0
L Difenoconazol 205,3 5881,2 0,995 78,0 - 936,0
Azoxistrobina 362,3 7161,5 0,995 24,0 - 288,0

" Clorotalonil 2021,6 33714 0,999 45,0 - 540,0
% Clorpirifés 1041,1 606,2 0,996 10,0-120,0
< Imazalil 1173,1 9238,4 0,996 19,0 - 228,0

8 Bifentrina 356,7 580,6 0,996 9,0 - 108,0
8 Difenoconazol 690,3 8616,1 0,996 32,0 -384,0
Azoxistrobina 642,2 -6310,3 0,997 21,0-252,0

Para as curvas obtidas para cada agrotoxico (Tabela 13) os coeficientes de @orrelaca
dos dois métodos sdo iguais ou maiores a 0,995. Porém o QUEChERs apresenta maiores
coeficientes de correlacdo que a ESL/PBT, exceto para a bifentrina. Em relacdo a
sensibilidade tanto na ESL/PBT como para QUEChERS, o clorotalonil apresenta uma maior
inclinacdo da curva em comparacdo aos outros agrotoxicos. O método QUEChERS apresentou
maior sensibilidade para todos os agrotoxidojue a ESL/PBT. Entretanto, se essas séo
comparadas com as sensibilidades obtidas para o solvente puro (Tabela 11), todos os
agrotoxicos apresentam sensibilidades menores utilizando a ESL/PBT. Enquanto que para o
método QUEChERS, someratbifentrina apresenta menor sensibilidade.

A construcdo do grafico de residuos também permite verificar o ajuste de um modelo
de regressédo, de modo que quanto mais dispersos estiverem o0s residuos, mais adequado é
modelo de regressdo. Nas Figuras 25 a 28 sdo apresentados os graficos de residuos para todo

0s agrotoxicos em cada matriz para cada uma das técnicas de extracao.
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Figura 25. Gréficos de residuos das curvas analiticas preparadas a partir de extratos de
amostras de polpa de banana pela técnica ESL/PBT.

62



Resultados e discussao

100000 - Clorotalonil Clorpirifés
3 z * 20000 - ‘
2 $ s 2
2 0 -‘ T —@ T 1 S 0 & <* e & o
2 ) 200 €400 600 800 @ '
Y . i ) ¢ g ¥ 400
-100000 - ¢ N ¢
Concentracdo (ugd -20000-  Concentragao (ugh
50000 - Imazalil 10000 - Bifentrina
* $ * . .
3 $ T e S s s
2 08 . * *& % 0 * *
& ) §oo . 400 %600 & » ¢ 200 & 400
4 * $
-50000 - Concentracédo (ugd -10000 - Concentracéo (ugh
Difenoconazol Azoxistrobina
35000 - . 40000 -
20000 + g
S 15000 - * S ¢ PR 4
g o 0 2 $e
n (%)) 0 T ‘
o) o ":z Y
o -5000 5 0 000 , 1500 T 200007 ¢ 00
30 4 *
Concentracéo (ugd -40000 ©  Concentracédo (ugd

-25000 -

Figura 26. Gréficos de residuos das curvas analiticas preparadas a partir de extratos de
amostras de polpa de banana pela técnica QUEChERS.
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Figura 27. Gréficos de residuos das curvas analiticas preparadas a partir de extratos de
amostras de casca de banana pela técnica ESL/PBT.
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Figura 28. Graficos de residuos das curvas analiticas preparadas a partir de extratos de
amostras de casca de banana pela técnica QUEChERS.

Uma condicdo do modelo de regressao linear é a homocedasticidade, que ocorre quando
a variancia dos termos de erro sdo constantes no intervalo de valores de uma variavel
independente. Para a aplicacdo adequada de regressao linear € importante a suposi¢ao de qu
os dados tenham uma variancia do erro da populacéo igual. Quando os termos do erro tém
variancia crescente ou flutuante, diz-se que os dados sdo heteroscedasticos (HAIR et al.,.

2009). Observae de forma geral que os dados para os agrotoxicos tanto na polpa como na

casca, independente do método, estdo dispersos no grafico, ou seja, apresentam

homocedasticidade. Assim, se verifica que eles se ajustam ao modelo de regresséo linear.
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5.5.4. Limites de detecc¢ao e quantificacao

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) para cada um dos agrotdxicos em
cada matriz, apés a ESL/PBT e QUEChERS, foram calculados utilizando a Equacéo 2 e sdo

apresentados na Tabela 14.

Tabela 14.Limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) dos métodos para cada um dos
agrotoxicos estudados na polpa e na casca da banana.

Agrotoxico ESL/PBT QUEChERS
ug kg* ug kg*

LD LQ LD LQ
Clorotalonil 2,1 6,8 7,4 22,3
Clorpirifés 3,1 9,5 4,2 12,9
Imazalil 5,7 17,3 6,0 18,1
Polpa Bifentrina 3,7 11,2 4,3 13,0
Difenoconazol 4.8 14,7 14,7 44.6
Azoxistrobina 4.4 13,4 7,7 23,0
Clorotalonil 29,8 90,2 14,7 44 .4
Clorpirifés 3,0 9,2 3,1 9,5
Imazalil 5,8 17,7 6,1 18,5
Casca Bifentrina 5,2 15,5 2,9 8,8
Difenoconazol 25,5 77,3 10,6 32,0
Azoxistrobina 7,8 23,5 6,7 20,4

Observa-se na Tabela 14 que para ESL/PBT dos agrotéxicos na polpa os limites de
deteccdo e quantificacéo variam entre 2,1 qu§,Kg™ e 6,8 e 17,31g kg™, correspondendo
ao clorotalonil e ao imazalil, respectivamente. No caso da extracdo QUEChERS na polpa, os
LD atingiram a faixa entre 4,2 e 1449 kg™, enquanto os LQ variaram de 12,9 e 38ykg
! correspondendo aos compostos clorpirifés e o difenoconazol, respectivamente.

Para a ESL/PBT dos agrotéxicos na casca os limites de deteccdo e quantificacao
variaram entre 3,08 29,8 ug kg’ e 9,2 e 90,2ug kg, correspondendo ao clorpirifés e ao
clorotalonil, respectivamente. No caso da extragdo QUEChERS na casca, os LD atingiram a
faixa entre 2,9 e 14,[dg kg’ e os LQ variaram de 8,8 e 444 kg, correspondendo aos

compostos bifentrina clorotalonil, respectivamente.
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Na polpa para a ESL/PBT, todos os analitos apresentaram menores valores de LD e
LQ do que o QUEChERS. Porém na casca o0 QUEChERS apresentou menores LD e LQ do que
a ESL/PBT para todos os agrotoxicos, exceto o clorpirifés e o imazalil.

Considerando os limites maximos de residuos permitidos pela ANVISA, Codex
Alimentarius e Unido Europeia apresentados na Tabela 3 para os compostos em estudo, pode-
se observar que os valores de LQ obtidos estdo abaixo do LMR permitido para todos os
compostos, exceto para o clorpirifos na polpa empregando a técnica QUEChERS. O limite de
quantificacéo obtido foi 12,29 kg™, que é ligeiramente superiao LMR estabelecido pela
ANVISA, que é de 10 gkg™. Entretanto, este valor esta abaixo dos LMRs estabelecidos pelo
Codex Alimentarius e pela Unido Europeia.

5.5.5. Precisao e Exatidao

A precisdo foi avaliada pela precisdo intermediaria e a repetitividade em termos de
coeficiente de variagdo, conforme descrito no item 4.7.5. A exatiddo foi avaliada pela
porcentagem de recuperacao, conforme descrito no item 4.7.6.

5.5.5.1. Precisao intermediaria

A avaliacdo da precisao intermediaria de cada método foi verificada pelos coeficientes
de variacdo (%CV) dos agrotéxicos em amostras de polpa e casca de banana, fortificadas em
trés niveis de concentracdo, em trés dias diferentes. As analises foram realizadas ao terceiro e
quinto dia apés o primeiro teste, pelo mesmo analista e no mesmo equipamento. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 15 para polpa utillizando a ESL/PBT e QUEChERS,
respectivamente. Na Tabela 16 estdo apresentados os resultados para casca utilizando a
ESL/PBT e QUEChERS, respectivamente.
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Tabela 15.Porcentagens de recuperacao (%R) e coeficiente de variacdo (%CV) obtidos apdssedtra agrotoxicos na polpa da banana em
trés niveis de concentracédo, com a técnica ESL/PBT e QUEChERS em trés dias ndo consecutivos, em sextuplicata.

Polpa-ESL/PBT Polpa-QUEChERS
Agrotoxicos 1° dia 3° dia 5° dia 1° dia 3° dia 5° dia
Hgkgt %R %CV %R %CV %R %CV Media Media pgkgt %R %CV %R %CV %R %CV Media Media
%R  %CV %R %CV
Clorotalonil 7,0 904 23 9,1 76 876 20 91,0 8,2 230 1223 5,7 1111 24 126,7 54 120,0 8,2

1050 101,2 38 972 7,2 1016 3,1 1000 8,7 3450 971 47 986 28 966 15 974 5,6
210,0 99,7 6,3 100,7 8,7 996 6,2 1000 123 6900 100,7 26 1003 1,7 100,8 11,0 100,6 11,4

Clorpirifos 100 1179 06 991 14 925 31 1031 35 13,0 1093 10 1424 34 1578 0,7 1365 3,6
150,0 97,7 42 100,1 34 1033 52 1004 75 1950 984 05 947 33 913 26 94,8 4,3
300,0 1006 6,7 1000 4,7 1105 2,1 103,7 84 390,0 1004 90 1015 6,1 1055 10,8 1024 153

Imazalil 180 1112 18 936 30 1380 05 1143 3,6 19,0 1285 09 1549 16 1293 04 1375 19
2700 971 15 1008 74 1216 9,2 1065 11,9 2850 850 90 927 78 92 30 913 123
540,0 1125 98 998 48 1073 80 1065 136 5700 928 80 101,1 55 1009 121 983 155

Bifentrina 120 1142 09 705 03 131,3 06 1053 11 130 1036 11 836 22 747 18 873 3,0
1800 976 26 1035 23 959 51 99,0 6,2 195,0 995 48 1021 52 1044 23 1020 7,4
360,0 100,8 38 990 68 1010 3,6 100,3 8,6 390,0 100,21 31 995 3,7 989 85 995 9,8

Difenoconazol 15,0 111,22 10 111,1 0,3 1036 1,1 108,7 15 450 806 85 762 39 779 31 78,2 9,9
2250 982 84 1074 31 995 24 1017 93 6750 1030 85 1031 7,7 1033 7,4 1031 13,7
4500 973 7,7 1115 33 1001 59 1030 10,2 13500 98,7 79 1000 8,1 1005 6,7 99,7 13,1

Azoxistrobina 14,0 946 2,2 1131 09 1359 14 1145 28 230 845 23 810 18 805 11 82,0 3,1
210,0 100,7 10,7 92,2 24 949 6.3 959 12,7 3450 1020 14 1024 6,2 1041 34 1028 7,2
420,0 998 09 1012 28 101,2 3,9 100,8 4,9 6900 995 66 994 82 985 71 99,2 12,7
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Tabela 16.Porcentagens de recuperacéo (%R) e coeficiente de variacdo (%CV) obtidos apdsaséesalos agrotdoxicos na casca da banana
em trés niveis de concentracdo, com a técnica ESL/PBT e QUEChERS em trés dias ndo consecutivos, em sextuplicata.

Casca-ESL/PBT Casca-QUEChERS
Agrotoxicos 1° dia 3° dia 5° dia 1° dia 3° dia 5° dia
ngkgt %R %CV %R %CV %R %CV Media Media pgkgt %R %CV %R %CV %R %CV Media Media
%R  %CV %R  %CV
Clorotalonil 91,0 80,8 20 854 95 988 34 88,3 10,3 45,0 67,0 66 990 31 737 24 799 7,7

546,0 1059 94 1057 6,8 1004 25 1040 119 270,0 1083 11,7 1142 89 1075 7,1 1100 164

10920 98,7 68 987 25 999 10,1 991 12,4 540,0 97,7 81 953 41 1002 99 978 134

Clorpirifos 10,0 845 35 810 16 1074 1,0 91,0 3.9 10,0 1004 15 743 43 76,5 15 837 4,8
60,0 104,7 3,2 1058 2,7 97,7 09 1028 4,3 60,0 99,9 23 1211 4,0 1072 6,1 1094 77

1200 989 11 987 16 1334 39 1103 4,4 120,0 100,06 5,7 1032 18 984 16 10055 6,2

Imazalil 180 1263 06 1328 13 780 0,2 1124 1,5 19,0 86,8 36 1271 36 920 42 1020 6,6
1080 920 3,0 90,0 4,0 106,7 0,8 96,2 51 1140 1040 85 91,7 23 993 89 983 125
216,0 1018 1,8 1023 24 985 13 1009 3,3 228,0 99,1 47 1019 21 994 39 1001 64

Bifentrina 16,0 71,9 30 698 30 953 07 79,0 4,3 9,0 1506 1,3 1438 24 963 68 130,2 7,3
96,0 1086 35 1092 1,2 1014 32 1064 49 54,0 89,3 30 866 47 101,1 33 924 6,5

1920 980 11 979 20 99,7 33 98,5 4,0 1080 1024 39 1030 36 99,7 28 101,7 6,0

Difenoconazol 78,0 93,0 98 84,1 33 730 4.6 83,4 11,3 32,0 120,6 26 1549 10,2 150,2 6,5 1419 124
468,0 102,1 7,3 1049 6,5 109,1 3,7 1054 105 192,0 93,7 30 811 95 9,9 74 885 124

936,0 995 84 989 21 985 8.1 99,0 11,8 384,0 1014 49 1049 7,3 1037 7,0 1033 11,2

Azoxistrobina 24,0 90,0 10 984 14 923 16 93,6 2,3 21,0 1539 04 1400 24 1254 6,1 1398 65
1440 1031 3,8 1005 34 1023 1,7 1020 54 126,0 1294 06 955 122 950 9,1 1066 15,2
2880 993 26 999 15 995 11 99,6 3,3 2520 1051 35 994 104 1036 8,8 102,7 14,0
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Segundo o MAPA para avaliar a precisdo intermediaria em amostras complexas sao
aceitaveis coeficientes de variacédo de até 20% para concentracdes entre 1@ |19&gig
kg' e de 186 para concentracdes entre 100kgd e 1 mgkg™ (MAPA, 2011).

Os resultados, apresentados nas Tabelas 15 e 16, mostram que a precisao intermediaria
para todos os agrotoxicos, estdo na faixa aceitavel pelo MAPA, jA que os coeficientes de
variacdo apresentaram valores menores que 15% em todas as concentracfes ao longo dos tré
dias para os dois métodos utilizados. Porém os coeficientes de variacdo médios foram maiores
que 15%, para os agrotoxicos tais como o clorpirifés na concentracdo de 3900 g1 kg
imazalil na concentracéo de 570,0 pug-kga polpa com a técnica QUEChERS e na casca, 0
clorotalonil na concentracdo de 270,0 ¢ lega azoxistrobina na concentracéo de 126,0 pg

kg®, empregando a técnica QUEChERS.

Os coeficientes de variacdo obtidos na polpa variam entre 0,5%-13,6% para a
ESL/PBT e entre 1,9%-15,5% para o QUEChERS. Na casca, a faixa varia entre 1,5%-12,4%
para ESL/PBT e entre 4,8%-16,4% para 0 QUEChERS.

5.5.5.2.Repetitividade

Apos realizar a extracdo dos respectivos agrotoxicos de seis amostras de polpa e de
casca de banana fortificadas em trés niveis de concentracdo diferentes, os analitos foram
guantificados nos extratos organicos @@&/DCE. O tratamento dos dados permitiu calcular
os valores de recuperacdo e do coeficiente de variac8¥)(%gue sado apresentados na
Tabela 17 para ambas as matrizes utilizando os dois métodos de extragéo.

Segundo o MAPA, para amostras complexas sdo aceitaveis coeficientes de variacdo de
até 13% para concentracdes entre 1G&gige 100 pdkg’ e de 10% para concentracées entre
100 pg kg e 1 mgkg™ (MAPA, 2011).

Os resultados apresentados na Tabela 17 mostram que tanto para polpa como para
casca utilizando os dois métodos de extracao, os coeficientes de variagdo sdo menores do que
os valores estabelecidos pelo MAPA (2011), sendo que os coeficientes de variagao para polpa
estdo na faixa entre 0,3%- 8,7% para a ESL/PBT e de 0,5%-9,0% para o0 QUECRERS. N
casca a faixa varia entre 0,2%- 10,1% para ESL/PBT e entre 1,5%-9,9% para o QUEChERS.
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Tabela 17.Porcentagens de recuperacao (%R) e coeficientes de variacdo (%CV) obtidoalpelalaextratos de amostras de polpa e casca de
banana fortificadas com os agrotoxicos em trés niveis de concentracéo para cada técnica de extracdo, em sextuplicata.

Polpa-ESL/PBT Polpa-QUEChERS Casca-ESL/PBT Casca-QUEChERS

Agrotoxico  pgkgw %R %CV upgkgs %R %CV  ugkgs %R  %CV ugkg % R %CV
Clorotalonil 7,0 95,1 7,6 23,0 122,3 57 91,0 98,8 3,4 45,0 73,7 2,4
105,0 97,2 7,2 345,0 97,1 4,7 546,0 100,4 2,5 270,0 107,5 7,1
210,0 100,7 8,7 690,0 100,7 2,6 1092,0 99,9 10,1 540,0 100,2 9,9
Clorpirifos 10,0 99,1 1,4 13,0 109,3 1,0 10,0 107,4 1,0 10,0 76,5 15
150,0 100,1 3,4 195,0 98,4 0,5 60,0 97,7 0,9 60,0 107,2 6,1
300,0 100,0 4,7 390,0 100,4 9,0 120,0 1334 3,9 120,0 98,4 1,6
Imazalil 18,0 93,6 3,0 19,0 128,5 0,9 18,0 78,0 0,2 19,0 92,0 4,2
270,0 100,8 7,4 285,0 85,0 9,0 108,0 106,7 0,8 114,0 99,3 8,9
540,0 99,8 4,8 570,0 92,8 8,0 216,0 98,5 1,3 228,0 99,4 3,9
Bifentrina 12,0 70,5 0,3 13,0 103,6 11 16,0 95,3 0,7 9,0 96,3 6,8
180,0 103,5 2,3 195,0 99,5 4,8 96,0 101,4 3,2 54,0 101,1 3,3
360,0 99,0 6,8 390,0 100,1 3,1 192,0 99,7 3,3 108,0 99,7 2,8
Difenoconazol 15,0 1111 0,3 45,0 80,6 8,5 78,0 73,0 4,6 32,0 150,2 6,5
225,0 107,4 3,1 675,0 103,0 8,5 468,0 109,1 3,7 192,0 90,9 7,4
450,0 1115 3,3 1350,0 98,7 7,9 936,0 98,5 8,1 384,0 103,7 7,0
Azoxistrobina 14,0 113,1 0,9 23,0 84,5 2,3 24,0 92,3 1,6 21,0 125,4 6,1
210,0 92,2 2,4 345,0 102,0 1.4 1440 102,3 1,7 126,0 95,0 9,1
420,0 101,2 2,8 690,0 99,5 6,6 288,0 99,5 11 252,0 103,6 8,8
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5.5.6. Exatidao

As porcentagens de recuperacao para cada agrotoxico em amostras de polpa e casca de
banana estéo apresentadas na Tabela 17.

Segundo o MAPA as faixas de aceitacao das porcentagens de recuperacao devem estar
entre 70% e 120% (MAPA, 2011). Os resultados obtidos para a extracdo dos agrotoxicos
tanto na polpa, como na casca da banana para ESL/PBT e QUEChERS mostram que a maioria
dos agrotéxicos estdo dentro da faixa aceitavel. Algumas excec¢des foram o clorotalonil a 23,0
ng kg' e o imazalil a 19,qug kg, com o método QUEChERS na polpa. Na casca com o
método ESL/PBTfoi o clorpirifés a 120,0ug kg’ e com o método QUEChERS foram o
difenoconazol a 32,Agkg™ e a azoxistrobina a 21,aykg™.

As porcentagens de recuperagdo (%R) para a ESL/PBT na polpa variaram de 70,5-
113,1%. Para o0 QUEChERS na polpa as porcentagens de recuperacao variaram entre 80,6-
128,5%

Para a casca utilizando a ESL/PBT as porcentagens de recuperacao variaram entre
73,0-133,4% e para 0 QUEChERS os valores variaram entre 73,7-150,2%.

5.6. Efeito do estadio de maturacao da banana

A avaliacdo do efeito do estadio de maturacdo da polpa e da casca da banana foi feita
para verificar se existem diferencas nas recuperacdes dos agrotoxicos, devido as mudancas
quimicas que ocorrem na banana em funcéo do tempo.

Os resultados da determinacdo da cor tanto para a polpa como para a casca estao

apresentados na Tabela 18.
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Tabela 18. Valores das coordenadas L*, a*, b* e parametros relacionados Chroma (C), e
diferenga de cor (AE) para avaliagdo da cor na polpa e na casca da banana em trés dias ndo
consecutivos.

Polpa
L a b C AE
Dial 82,7 -1,9 16,4 16,5 -
Dia 3 82,4 -1,6 16,4 16,5 0,4
Dia 5 82,8 -1,7 17,5 17,6 1,2
Casca
L a b C AE
Dia 1l 71,8 -4,1 40,1 40,4 -
Dia 3 68,5 -2,3 39,0 39,2 3,9
Dia 5 69,3 0,0 37,9 37,9 2,7

Valores de L* mais proximos a 100 representam luminosidade mais clara, ou seja,
mais proximo ao branco. Observa-se que o valor de L*, tanto para a polpa como para a casca,
ndo teve uma variacdo expressiva, porém a polpa apresenta valores maiores de L* que a
casca, indicando que, a casca tende ser mais escura que a polpa. O valor de a* esta
relacionado com a leitura relativa de verde (-) a vermelho (+). Observa-se que para ambas as
matrizes os valores s&o negativos, exceto para o 5° dia para a casca, sendo que os valores
mais negativos tendem a ser mais verdes e os valores positivos tendem ao vermelho. O valor
de a* na polpa aumentou do primeiro dia para o terceiro dia, porém diminuiu de novo do
terceiro para o quinto dia. Na casca os valores de a* aumentam ao decorrer dasadmopa
de mais verde a mais vermelha, mostrando que a banana estd menos verde e

consequentemente mais madura.

Valores de b* correspondem a leitura relativa de azul (-) a amarelo (+). Observa-se
gue valores maiores tendem a ser mais amarelos, portanto os valores de b* para a casca Sac
maiores que para a polpa. Embora na polpa os valores de b* tendam a aumentar, ou seja, a cor
tende a ser mais amarela. Na casca os valores diminuem, ou seja, tende a ser menos amarels
tornando-se mais escura. (HARDEBERG, 2001)

O Chroma (C) indica se as cores séao vivas (fortes) ou apagadas (fracas), valores de C
maiores indicam cores mais vivas. Observa-se que 0s valores para a casca Sao maiores que
para a polpa. No entanto ao longo dos dias os valores na polpa tendem a aumentar e os valores

da casca tendem a diminuir.
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A diferenca de cor (AE) relaciona os dados anteriores permitindo determinar se
existem diferencas de cor entre os dias. Observa-se na polpa que existem diferencas do
primeiro dia para o terceiro dia, mas esta diferenca € maior do terceiro dia para o quinto dia.
Enquanto que na casca a diferenca € maior do primeiro para o terceiro dia, do que do terceiro
para o quinto dia (Anexo 1).

Os resultados obtidos para o comportamento dos analitos estdo apresentados nas

Figuras 29 a 32 para polpa e casca, respectivamente. O erro é apresentado como intervalo de

confianca calculado con(@ - tirico) /NN, cOM 95% de confianca.
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Figura 29. Variacéo da resposta cromatografica dos agrotoxicos devido ao efeito da
maturacao da polpa de banana utilizando ESL/PBT.
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Figura 30. Variacdo da resposta cromatogréafica dos agrotoxicos devido ao efeito da

maturacdo da polpa de banana utilizando QUEChERS.
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Figura 31. Variacdo da resposta cromatogréafica dos agrotoxicos devido ao efeito da
maturacdo da casca de banana utilizando ESL/PBT.
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Figura 32. Variacdo da resposta cromatogréafica dos agrotoxicos devido ao efeito da
maturacao da casca de banana utilizando QUEChERS.

Observa-se nas Figuras 29 a 32 que para todos os agrotdxicos, tanto na polpa como na
casca, utilizando a ESL/PBT ou QUEChERS, as areas ndo apresentam uma alteracao

significativa ao longo dos dias.

Estudos realizados por outros pesquisadores com o objetivo de caracterizar o processo
de amadurecimento da banana em diferentes cultivares (Caipira, Nanicdo, Mac¢a) mostraram
gue ocorrem mudancas nas propriedades quimicas, pH, % de amido, acucares totais, sélidos
soluveis, etc., conforme o estadio de maturacdo. (LIMA et al, 2008; DITCHFIELD et al.,
2002; CARVALHO et al.,, 2011). Com relacdo ao estaddio de maturacdo a banana é

classificada de 1 a 8 (Tabela 19), caracterizando uma variagéo da cor.
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Tabela 19Classificacdo de bananas segundo o seu estagio de maturagéo.

Estadio de Maturacao Caracteristica da Fruta

Fruta verde
Fruta verde com tracos amarelos
Fruta mais verde que amarela
Fruta mais amarela que verde
Fruta amarela com extremidade verde
Fruta amarela

Fruta amarela com pequenas manchas pardas

o N o o b~ w NP

Fruta amarela com grandes manchas pardas

Fonte. Ditchfield et al., 2002

Relacionando os dados da cor com os dados apresentados nas Figuras 29 a 32, as
bananas utilizadas no primeiro dia estavam no estadio 5 (amarelo com pontas verdes). Para o
terceiro dia analisado as bananas estavam no estadio de maturacédo 6 (todo amarelo) e para c
quinto dia as bananas estavam no estadio de maturacdo 7 (amarelo com manchas marron)
Figuras representativas dos estadios de maturacdo se encontram no Anexo 1. Os resultados
obtidos por Lima et al. (2008) mostram as variacdes quimicas que ocorrem durante o
amadurecimento da banana em cada estadio de maturagdo. Portanto esperava-se que houvess
diferencas na extracao dos agrotéxicos nos diferentes estadios de amadurecimento, porém, os
resultados obtidos mostraram que, independente da matriz, ndo existem diferencas

significativas nas respostas cromatogréaficas dos agrotoxicos.

5.7. Estabilidade do analito no extrato da matriz

A avaliacdo da estabilidade do analito no extrato da matriz foi feita para avaliar se
existem diferengas nas recuperacdes dos agrotdoxicos ao decorrer das semanas, devido &
degradacgéo dos co-extrativos da matriz quando o extrato é armageniadezer.

Nas Figuras de 33 a 36 sdo mostrados os resultados da estabilidade dos agrotoxicos no

extrato tanto para a polpa como para a casca ao longo de 5 semanas.
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Figura 33. Variacdo das respostas cromatograficas ao longo do tempo para os
agrotoxicos no extrato de polpa utilizando a ESL/PBT.
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Figura 34. Variacdo das respostas cromatograficas ao longo do tempo para os
agrotoxicos no extrato de polpa utilizando a QUEChERS.
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Figura 35. Variacdo das respostas cromatograficas ao longo do tempo para os
agrotoxicos no extrato de casca utilizando a ESL/PBT.
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Figura 36. Variacdo das respostas cromatograficas ao longo do tempo para os
agrotoxicos no extrato de casca utilizando a QUEChERS.

De modo geral observou-se que nao existe uma tendéncia de degradacéao significativa
para os agrotoxicos analisados na polpa e na casca utilizando a ESL/PBT ou QUEChERS, ou

seja, 0s analitos sdo estaveis durante as 5 semanas posteriores do preparo do extrato.

5.8. Analise da banana inteira

O meétodo otimizado e validado para casca foi aplicado para analise da banana inteira,
conforme descrito no item 4.10. Os resultados dos ensaios de recuperacéo sao apresentados n.
Tabela 20.
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Tabela 20.Porcentagens de recuperacédo (%R) e coeficiente de variacdo (%CV) obtida para
cada Agrotéxico analisando a banana total.

ESL/PBT QUEChERS
ugkg™ %R %CV ngkg? %R %CV
Clorotalonil 546,0 103,6 17,8 270,0 85,3 10,0
Clorpirifés 60,0 126,5 9,2 60,0 81,0 5,3
Imazalil 108,0 113,0 3,8 114,0 80,1 0,1
Bifentrina 96,0 122,9 1,5 54,0 90,8 0,8
Difenoconazol 468,0 104,5 7,2 192,0 97,6 19,0
Azoxistrobina 144,0 109,1 3.1 126,0 140,1 14,4

Como foi dito para a exatiddo, segundo o MAPA as faixas de aceitacdo das
porcentagens de recuperacdo devem estar entre 70% a 120% (MAPA, 2011). Observa-se que
utilizando a ESL/PBT as porcentagens de recuperacao para todos os agrotoxicamisio
que 100%, indicando um efeito de matriz, que deve ser corrigido utilizando curvas analiticas
preparadas no extrato de banana inteira isenta de agrotoxicos. Para o QUEChERS as
porcentagens de recuperacao sdo menores que 100%, exceto para a azoxistrobina.

Para a ESL/PBT o clorpirifés e a bifentrina estdo com valores acima do aceitavel pelo
MAPA, enquanto que para o QUEChERS, a azoxistrobina € o Unico agrotoxico acima do valor

aceitavel.

5.9. Aplicacdo dos métodos

Como descrito no item 4.11 os métodos desenvolvidos e validados foram aplicados em
amostras comerciais utilizando tanto a ESL/PBT como o QUEChERS tanto na polpa, como na
casca e ndo foram encontrados os agrotoxicos estudados em nenhuma das matrizes.

Na Figura 37 sao apresentados cromatogramas de extratos de polpa e casca de banane
submetidas as técnicas ESL/PBT e QUEChERS de uma amostra comercial.
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Figura 37. Cromatogramas dos extratos das amostras comercias de: (A) polpa
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(D) casca submetida &8 QUEChERS.
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6. CONCLUSOES

A técnica de ESL/PBT foi otimizada e validada para a determinacdo de clorotalonil,
clorpirifés, imazalil, bifentrina, azoxistrobina, difenoconazol e azoxistrobina na polpa e na
casca da banana. A técnica QUEChERS foi adaptada e validada para os mesmos agrotéxicos

para as duas matrizes.

A partir dos resultados, nota-se que a linearidade de resposta do detector apresentou-se
satisfatoria para todos os agrotoxicos (0,995). Em relacdo aos aspetos cromatograficos,
ESL/PBT apresentou maior eficiéncia na etapa de clean-up para ambas as matrizes
comparado com 0 QUEChERS. O efeito de matriz mostrou-se presente na quantificacdo dos
agrotoxicos para os dois métodos em ambas as matrizes, portanto € preciso realizar as analises
nas curvas preparadas no extrato da matriz. Comparando as duas técnicas de extracdo nac
existem diferengas significativas entre elas. Na validacdo dos métodos, a linearidade para
ambas as matrizes foi maior a 0,995 tanto para ESL/PBT como para o QUEChERS. Os limites
de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) para a ESL/PBT na polpa estédo ndga@xqugkg™
-5,7ug kgt e 6,8ug kg’ -17,3pg kg™, respectivamente. Enquanto osites de deteccée
quantificacéo para a QUEChERS na polpa estdo entpegk@* -14,7ug kg’ e 12,9ugkg™
-44.6 pg kg', respectivamente. Para a ESL/PBT na casca os limites de deteccdo
quantificacdo variaram entre 3)0g kg’ -29,8 pug kgt e 9,2 pg kgt -90,2 pg kg?,
respectivamente. No caso da extracdo QUEChERS na casca, os LD atingiram a faixa entre 3,1
ngkg! -14,7ugkg* e os LQ variaram de 9)5g kg™ -44,6ug kg’, respectivamenteParaa
precisdo intermediaria todos 0s agrotoxicos, apresentaram coeficientes de variagdo menores
de 20% em todas as concentracdes para os dois métodos utilizados na polpa e na casca. Nc
repetitividade todos os agrotdxicos apresentaram coeficientes de variacdo menores de 15%
tanto para a ESL/PBT como para o QUEChERS. Em relacdo a exatiddo, a maioria dos
agrotoxicos apresentou porcentagens de recuperacdo proximas a 100% para ambos o0s
métodos, para as duas matrizes. No estudo do efeito de maturacdo da banana, de modo geral
0s agrotoxicos estudados ndo apresentaram diferengas significativas nas areas obtidas devido
as mudancas quimicas ocorridas nos diferentes estaddios de maturacdo. No estudo da
estabilidade do extrato, observou-se que o0s agrotoxicos analisados ndo apresentaram alteracac
nas respostas cromatograficas obtidas, devido a presenca dos co-extrativos da matriz nas 5
semanas posteriores ao preparo do extrato. As técnicas validadas foram aplicadas para analise

de residuos de agrotéxicos em amostras comercias, nhdo sendo encontrados nenhum dos
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agrotoxicos estudados nem na polpa, nem na casca. As porcentagens de recuperagao pare
andlise da banana inteira empregando a ESL/PBT e QUEChERS ficaram entre 103,6%-
126,5% e entre 80,1%-140,1% respectivamente. Entretanto, a maioria dos agrotoxicos esta
dentro da faixa de porcentagem de recuperacédo recomendada pelo MAPA (2011).

De forma geral, os resultados obtidos mostram que tanto a ESL/PBT como o
QUEChERS podem ser utilizados como métodos de analise de residuos de agrotoxicos tanto
para polpa, quanto para casca.

Recomenda-se empregar a ESL/PBT como método de analise quando € requerido
analisar muitas amostras. Isto, se fundamenta no fato que o QUEChERS, demanda um tempo
maior para a medicdo de sais, lavagem de vidrarias ( a qual é o dobro da utilizada na
ESL/PBT), etapas de agitacdo e centrifugacdo das amostras do que a ESL/PBT. ®ortanto
tempo requerido para levar a cabo a técnica QUEChERS acaba sendo maior que o tempo

requerido com a ESL/PBT e a frequéncia analitica da técnica QUEChERS diminui.
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Anexos

8. ANEXO

Anexo 1.Estadio de maturacéo da casca da banana

(A) (B)

(©)

Figura 38. Bananas utilizadas para o andlise do estadio de maturacéo ao decorrer dos dias. A)
dia 1; B)dia 3; C)dia 5.
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