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RESUMO

HELENO, Fernanda Fernandes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril
de 2013. Ozonizagdao: uma estratégia para remocao de residuos de
agrotoxicos em alimentos. Orientadora: Maria Eliana Lopes Ribeiro de
Queiroz. Coorientadores: Antonio Augusto Neves e Léda Rita D’Antonino
Faroni.

O uso indiscriminado de agrotéxicos e a nao observancia dos periodos de
caréncia faz com que alguns ingredientes ativos sejam detectados em
concentragbes acima do limite maximo de residuo (LMR) em diversos
alimentos. Neste contexto, ha uma necessidade de se estudar a dissipagéo de
residuos de agrotoxicos em alimentos em fungdo da aplicagdo do produto
comercial, bem como desenvolver estratégias para remog¢ao ou redugao de
residuos de agrotoxicos que permanecem nos alimentos, apos a colheita. Os
tratamentos utilizando ozénio vém sendo estudados como alternativa para
descontaminacao de alimentos, nos ultimos anos, por apresentar uma série de
vantagens como, por exemplo, o alto potencial de oxidagdo do ozénio mesmo
em baixas concentragcdes. O presente trabalho consta de trés partes. Na
primeira parte a técnica de extragdo solido-liquido com particdo em baixa
temperatura (ESL/PBT) foi otimizada e validada para a determinagcdo de
difenoconazol em amostras de morango por cromatografia gasosa com
detector por captura de elétrons (CG/DCE). O método apresentou valores de
recuperacao = 98%, repetitividade com coeficientes de variagéo < 15% e limite
de detecgdo de 9,0 ug kg'. O método foi aplicado para a determinagédo da
dissipagéo de residuos difenoconazol em morango apds multiplas aplicagbes
do produto comercial. Os resultados mostraram que ocorre uma dissipagao
rapida do fungicida, mas que a concentragao residual aumenta apds multiplas
aplicagbes. Na segunda parte deste trabalho, o efeito da aplicagédo de ozbnio
na redugédo de residuos de difenoconazol em morango e a qualidade dos
morangos ozonizados foram avaliados. Morangos contaminados com o produto
comercial contendo difenoconazol foram expostos ao gas o0z6nio, nas
concentragbes de 0,3, 0,6 e 0,8 mg L', durante 1 h. Os tratamentos com

ozbnio reduziram até 95% dos residuos de difenoconazol nos morangos.
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Algumas caracteristicas desses frutos foram monitoradas durante o
armazenamento a 4 °C por 10 dias. Alguns parametros como pH, perda de
massa e diferengca total de cor ndao foram significativamente (p > 0,05)
alterados. A fumigagdo com ozbnio afetou significativamente (p < 0,05) os
parametros sélidos soluveis, acidez titulavel e acido ascérbico (vitamina C),
impedindo a queda acentuada dessas caracteristicas durante o
armazenamento. No terceiro capitulo avaliou-se a remocéo de clorotalonil de
amostras de uva pela imersédo das frutas em agua destilada borbulhada com
ozbnio. Essa estratégia permitiu a remogao de 60% do clorotalonil da casca e
da polpa das uvas, independente da concentragcdo de ozbnio borbulhada.
Entretanto, a qualidade dos frutos armazenados a 1 °C por oito semanas foi
alterada em fungdo do tratamento. O tratamento das uvas com o0z6nio na
concentragdo de 3 mg L' alterou a maioria dos parametros de qualidade
avaliados. Ja o tratamento das uvas com oz6nio a 2 mg L' manteve a
qualidade dos frutos por um periodo maior que as uvas controle (sem

tratamento com 0zo6nio).



ABSTRACT

HELENO, Fernanda Fernandes, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, april
2013. Ozonation: a strategy for removal of pesticide residues in food.
Adviser: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. Co-advisers: Anténio Augusto
Neves and Léda Rita D’Antonino Faroni.

The indiscriminate use of pesticides and non-observance of shortage periods
causes some active ingredients to be detected at concentrations above the
maximum residue limits (MRLs) in various foods. In this context, there is a need
of studying the pesticide residues dissipation in food because of the commercial
product application, as well as developing strategies for pesticide residues
removal, or reduction that remain in food after the harvest. The treatments using
ozone have been studied as an alternative for food decontamination in recent
years, for presenting a number of advantages, as for example, the ozone high
oxidation potential even at low concentrations. The present work consists of
three parts. In the first part the solid-liquid extraction with low temperature
partition (SLE/LTP) was optimized and validated for the determination of
difenoconazole in strawberry samples by gas chromatography with an electron
capture detector (GC/ECD). The method showed recovery values = 98%,
repeatability with variation coefficients < 15% and a detection limit of 9.0 ug kg
. The method was applied to determine the difenoconazole residues dissipation
in strawberry after repeated applications of the commercial product. The results
have shown that there is rapid fungicide dissipation; however the residual
concentration increases after multiple applications. In the second part of this
work, the ozone application effect on the difenoconazole residues reduction in
strawberry, and the quality of ozonated strawberries were evaluated.
Strawberries infected with the commercial product containing difenoconazole
were exposed to ozone gas at concentrations of 0.3, 0.6 and 0.8 mg L™ for 1 h.
The treatments with ozone reduced until 95% of difenoconazole residues in
strawberries. Some characteristics of these fruits were monitored during storage
at 4 °C for 10 days. Some parameters such as pH, mass loss and total color
difference were not significantly (p > 0.05) changed. The ozone treatment
affected significantly (p < 0.05) the soluble solids parameters, titratable acidity

and ascorbic acid (vitamin C), preventing the sharp decline of these
Xi



characteristics during storage. In the third section it was evaluated the
chlorothalonil removal of grape samples by the fruits immersion in distilled water
bubbled with ozone. This strategy allowed the removal of 60% of chlorothalonil
from grapes peel and pulp, regardless the ozone bubbled concentration.
However, the quality of the fruit stored at 1 °C for eight weeks was altered
because of the treatment. The grapes treatment with ozone at a concentration
of 3 mg L' changed most of the quality parameters evaluated. The grapes
treatment with ozone at 2 mg L' maintained the fruit quality for a longer period

than the control grapes (the ones with no ozone treatment).
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INTRODUGAO GERAL

A demanda por alimentos de qualidade tem crescido nos ultimos anos,
sendo observado, em fungdo disso, um aumento das areas usadas na
agricultura, bem como um aumento do uso de insumos agricolas para controle
de pragas e aumento da quantidade e qualidade dos alimentos. O uso
indiscriminado desses insumos (fertilizantes, agrotoxicos e promotores de
crescimento) e a nao observancia dos periodos de caréncia destes tém
ocasionado a contaminagao dos alimentos e consequentemente, a ingestdo de
residuos dessas substancias pela populagao.

A maioria dos paises possui legislacdo e 6rgdos que regulamentam a
quantidade maxima de residuos permitidos em alimentos. No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o 6rgdo responsavel pelo
estabelecimento desses limites maximos em alimentos comercializados. Para
monitorar a qualidade de alguns alimentos, foi criado pela ANVISA, em 2001, o
Programa Nacional de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos
(PARA). Esse programa publica desde entdo relatérios informativos sobre a
qualidade de alimentos (frutas, hortalicas e graos) consumidos no pais.

Segundo os relatorios publicados pelo PARA, alguns alimentos tém
mostrado niveis de contaminagdo com agrotéxicos acima dos limites maximos
permitidos pela legislagdo brasileira. Isso ocorre porque a dissipagdo do
agrotoxico no campo nao foi suficiente. Além disso, tem sido detectada a
presenca de residuos de principios ativos ndo autorizados para determinadas
culturas. Dentre estes alimentos, o0 morango e a uva apresentaram alto indice
de irregularidade.

Esses fatos, que também sao do conhecimento do publico néo cientifico,
tem gerado preocupacgdo aos consumidores, que por sua vez criam “receitas”
milagrosas com o objetivo de diminuir ou eliminar a contaminagdo dos
alimentos. Mesmo no meio cientifico estudos realizados com as receitas
populares mostram dados contraditérios e dificeis de serem avaliados com
segurancga, pois dependem do agrotoxico e da matriz. Recomendag¢des como

lavar as frutas e hortalicas com agua corrente ou por imersdo em agua e/ou



solugdes aquosas contendo diferentes substancias sdo encontradas na
literatura. Dessas recomendagdes pode-se afirmar que alguns tratamentos a
que os alimentos sdo submetidos diminuem os niveis de contaminagéao.
Tratamentos como descascamento, cozimento, secagem, moagem,
fermentagéao, lavagem, etc., podem diminuir a contaminagao, mas € necessario
um estudo mais cuidadoso dos processos para estabelecer a eficiéncia dos
mesmos.

Outro tipo de tratamento que pode contribuir significantemente para a
redugdo dos niveis de contaminacdo dos alimentos é o tratamento com o
ozénio. O ozbnio é um gas fortemente oxidante e conhecido pelo seu alto
poder de desinfecgdo. Além disso, tem sido utilizado na industria alimenticia
para aumento do tempo de armazenamento de frutas e hortalicas. A grande
vantagem do ozénio € que ao reagir ou degradar nao deixa residuos no
alimento, uma vez que o seu produto de degradagao € o oxigénio.

O efeito da aplicacdo de ozbnio para descontaminacao de alimentos
deve ser avaliado pela presenga de residuos de agrotdxicos, de seus produtos
de degradacdo e pela manutengdo das caracteristicas fisico-quimicas dos
alimentos. Nesse sentido, técnicas de extracdo e analise de residuos devem
ser adaptadas e/ou desenvolvidas e a qualidade do alimento monitorada
durante o periodo de armazenamento.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a dissipagdo de agrotoxicos e a
eficiéncia de tratamentos com o ozbnio (ozbénio gasoso e borbulhamento de
ozbénio em agua) para remogao de residuos de agrotoxicos de frutas como
morango e uva.

Como se trata de um produto oxidante foi necessario também avaliar as
caracteristicas fisico-quimicas dos frutos submetidos ao processo de
descontaminagao pela aplicagdo do ozbdnio. Algumas caracteristicas que foram
avaliadas sao: mudanca de cor, perda de massa, pH, acidez total titulavel,
soélidos soluveis (°Brix) e teor de acido ascérbico (vitamina C), etc., a fim de
verificar se o processo de ozonizagao altera a qualidade destes produtos.

Para um controle rigoroso do processo também foi necessario dispor de
métodos analiticos confiaveis para quantificar os niveis de contaminagédo dos
frutos antes e apds o tratamento com ozbénio. O método para extracdo de

agrotoxicos de uva foi desenvolvido por Soares et al. (2010). Nesse trabalho
2



pretendeu-se otimizar e validar o método de extragdo de agrotoxico em
morango. Os extratos foram analisados por cromatografia gasosa com detector

por captura de elétrons (CG/DCE).



CAPITULO 1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Ozo6nio

O ozbnio é um gas com o odor caracteristico e pungente. E incolor
quando em baixas concentracbes e de coloracdo azulada quando em altas
concentracoes. Na Tabela 1.1 encontram-se as principais propriedades fisico-

quimicas desse gas.

Tabela 1.1. Propriedades fisico-quimicas do ozénio.

Propriedades fisico-quimicas

Massa molecular 48,00 g mol’!
Ponto de ebuligdo (1 atm) -111,9 °C
Ponto de fusao (1 atm) -192,5°C
Temperatura critica -12,1 °C
Pressao critica 5460 kPa
Densidade critica 540 kg m3
Calor latente no ponto de ebulicdo e 1 atm 297 kJ kg
Calor especificoa 0 °C e 1 atm 0,767 kJ kg™’

Fonte: Compressed Gas Association, Inc. Publication CGA P-34, 2001 apud
Rakness (2005).

O ozdbnio (O3) foi descoberto em 1785, ano em que van Marum observou
sua formagao através de uma faisca de descarga elétrica em oxigénio (O2)
(Chiattone et al., 2008). Em 1839, o ozbnio foi reconhecido como uma nova
substancia por Schénbein que estudava a decomposicao eletrolitica da agua
(Tiwari e Rice, 2012). Em seguida, em 1848, Hunt concluiu que o ozénio era a
forma alotrépica do oxigénio (Russel et al., 1999; Vidal, 2003). A composi¢ao
quimica do ozobnio, caracterizada pela forma triatdmica do oxigénio, foi
estabelecida uma década depois (Silva et al., 2011).

A molécula de ozbnio possui uma geometria triangular, onde o atomo de
oxigénio central utiliza orbitais sp? para formar ligagbes ¢ com os demais
oxigénios. Os orbitais p, dos trés oxigénios sao utilizados para formar uma
ligacdo 1 deslocalizada, sendo que as duas ligagdes desta molécula sao

equivalentes, com comprimentos iguais e ordem de ligagdo igual a 1,5 (Lee,
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1999). Devido a este arranjo, o ozénio se comporta com um dipolo elétrico e,
portanto, pode reagir como um agente eletrofilico ou nucleofilico. De modo
geral, nas reagbes de degradagdo de compostos orgéanicos, o ozénio tende a
reagir preferencialmente com compostos insaturados (alquenos, alquinos,
anéis aromaticos, etc) quebrando a ligagbes duplas carbono-carbono
(Gottschalk et al., 2009).

O ozbnio destaca-se pelo seu elevado potencial de oxidagao (2,07 mV)
quando comparado a outros agentes oxidantes, sendo o segundo mais
poderoso agente oxidante, com potencial inferior apenas ao fluor (3,06 mV)
(Guzel-Seydim et al., 2004; Silva et al., 2011). Na Tabela 1.2 sdo apresentados

os valores de potenciais de oxidacao de diferentes agentes oxidantes.

Tabela 1.2. Agentes oxidantes e os seus respectivos potenciais de oxidagao.

Agente oxidante Potencial de oxidagao (mV)
Flaor 3,06
Ozbnio 2,07
Peroxido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,67
Dioxido de cloro 1,50
Hipoclorito 1,49
Cloro 1,36

Fonte: Manley et al. (1967) apud Guzel-Seydim, Greene et al. (2004).

O uso do ozbnio como oxidante tem suas limitagcbes pela baixa
solubilidade em agua (Tabela 1.3). A solubilidade do ozénio em agua € descrita
pelo equilibrio gas-liquido, e portanto, pela constante de Henry (Kn = 2,027 mol
atm™, a 25 °C). O fluxo de ozénio e o tempo de contato afetam a taxa de
transferéncia do gas para agua, assim como o tamanho das bolhas, pois
quanto menores as bolhas formadas, maiores as superficies de contato
(Khadre et al., 2001).

Nos processos de oxidacdo com 0z6nio em meio aquoso podem ocorrer
dois processos, a reagao direta, quando o ozbnio reage diretamente com os
compostos organicos, ou a reagao indireta quando ocorre a decomposi¢ao do

ozénio e os radicais hidroxila formados reagem com os compostos organicos.
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Nessa reacdo indireta, o anion hidroxila € o principal responsavel pela
decomposi¢ao do ozbénio e a reagao entre as duas espécies desencadeia uma
série de reagdes radicalares formando radicais hidroxila (Vidal, 2003).

O tipo de reagdo que ira ocorrer entre o ozénio e 0os compostos
organicos depende principalmente da concentragdo de ozénio e de radicais
hidroxilas. Em meio acido (pH < 4) predomina mecanismos de reagao direta, ou
seja, via ozbnio molecular. A medida que o valor do pH aumenta, maior
quantidade de radicais hidroxila sdo formados. Para valores de pH acima de 10
a decomposicdo do ozénio em radicais hidroxila € instantdnea e o0 mecanismo
de reacgao indireta predomina. Contudo, em pH em torno de 7 podem ocorrer as

duas reacgdes, tanto direta quanto indireta.

Tabela 1.3. Relagéo da temperatura e da solubilidade do ozdnio em agua.

Temperatura (°C) Solubilidade (L de Os/L de H20)
0,0 0,641
11,8 0,500
15,0 0,456
19,0 0,381
27,0 0,270
32,0 0,195
40,0 0,112
55,0 0,031
60,0 0,000

Fonte: Roth e Sulllvan (19817).

2. Geragao do ozénio

A reacgéao global para geracdo do oz0Onio a partir do oxigénio pode ser

descrita como:

302203 AH = + 284,5 kJ mol!



Esta reacao é altamente endotérmica e nao € espontanea (AG = + 161,3
kJ mol'). O ozénio ndo pode ser gerado pela ativagdo térmica do oxigénio,
uma vez que se decompde rapidamente quando aquecido (Vidal, 2003).

Devido a grande instabilidade do ozbnio é necessario gera-lo no local
onde sera usado, pois quando exposto ao ar, 0 gas se decompde rapidamente
(Russel et al., 1999). O ozbénio pode ser produzido, principalmente pelos

métodos fotoquimico, de descarga elétrica (processo corona) e eletroquimico.

2.1. Método fotoquimico

A geracao fotoquimica do ozénio ocorre mediante a reagao do oxigénio
do ar sob luz ultravioleta em comprimento de onda de 140 a 190 nm. Este
método de geracao ocorre naturalmente na estratosfera e pode ser reproduzido
em laboratério através da radiagdo emitida por lampadas do tipo ultravioleta.
Esse procedimento nao é utilizado industrialmente devido ao baixo rendimento

e ao elevado consumo energético (Langlais, 1991; Vidal, 2003).

2.2. Processo corona

O processo corona, desenvolvido por Von Siemens (1857) é baseado na
producéo de O3 a partir da passagem de O» gasoso através de uma descarga
elétrica. Este método é o mais utilizado, pois gera uma quantidade maior de
ozbénio com menor custo (Almeida et al., 2004). A Figura 1.1 mostra um

esquema do principio de funcionamento dos geradores de o0zbnio do tipo

corona.
Calor

A
1
1
:

Eletrodo (alta tens&o) !

[ Nialatricn i
( ) 0 —m8 ™ > Descarga elétrica —> O3
Eletrodo (baixa tensao)

<=}~

Calor

Figura 1.1. Esquema do principio de funcionamento de ozonizadores do tipo

corona adaptado de Rice et al. (1981).



Um gerador de oz6nio que utiliza o processo corona € constituido por
dois eletrodos submetidos a uma elevada diferenca de potencial
(aproximadamente 1000 V). O ozbénio é gerado pela passagem de ar ou
oxigénio puro entre os dois eletrodos. Quando os elétrons possuem energia
suficiente para dissociar a molécula de oxigénio, comegam a ocorrer colisdes,
que causam a dissociagdo do oxigénio e a consequente formagéo do ozbénio
(USEPA, 1999).

Neste método, a eficiéncia da reacao de formagao de ozbnio é resultante
da competicdo entre os processos de formacédo e de decomposicdo ocorrido
dentro da corona. A eficiéncia de formacdo do ozénio é controlada pela
temperatura do gas de entrada, pureza do oxigénio, poténcia elétrica da corona

e pelo fluxo do gas de alimentagao (Rice e Netzer, 1984).

2.3. Método eletroquimico

O emprego das tecnologias fotoquimica e corona de produgao de ozénio
nao permitem a obtencdo de uma concentracdo elevada de ozénio na fase
gasosa. Isso se deve ao fato das fontes de energia empregadas para promover
a dissociagdo da molécula de oxigénio (radiagdo UV e arco elétrico) também
acarretarem a degradacao da molécula de O3 recém formada, ja que a reagao
ocorre em fase homogénea. A produgéo eletroquimica de ozbnio, ao contrario,
possibilita a geragéo de radicais O (precursores da molécula de O3) em uma
interface solido/liquido. Sendo assim, uma vez formadas as moléculas de O3 na
interface, estas podem inicialmente se deslocar para o seio da fase liquida,
evitando que a fonte de energia responsavel pela sua formagao propicie a sua
decomposi¢cao em moléculas de O (Curti, 2011).

Neste método, a agua é convertida em hidrogénio e atomos de oxigénio
através de eletrdlise. As moléculas de hidrogénio séo separadas do gas e da
agua e os atomos de oxigénio se combinam para formar o0zdnio e oxigénio
diatdmico (Kim et al., 2000).

3. Quantificagado do ozénio



Os métodos disponiveis para quantificagdo de o0z6nio gasoso e
dissolvido baseiam-se nas suas propriedades fisicas ou na sua consideravel
reatividade quimica. Dentre eles, os mais utilizados s&o os métodos
iodométrico, radiagao ultravioleta e o colorimétrico do indigo.

O método iodométrico é utilizado para determinar a concentracdo de
ozobnio residual tanto gasoso quanto dissolvido. Neste método, os ions iodeto
sao oxidados a iodo pelo ozdnio em uma solugao de iodeto de potassio. Entédo
o iodo liberado é titulado com uma solugao padronizada de tiossulfato de sédio.
Como o iodeto reage rapidamente, a decomposi¢cdo do ozénio torna-se um
fator que influencia na determinagao. Por este motivo, antes da titulagcdo do
iodo/tiossulfato, € necessario acidificar o meio para que qualquer ion iodato
volte a iodo (Gordon, 1995). Todas as outras espécies oxidantes, além do
ozbnio, agem como interferentes ao método (USEPA, 1999).

A radiagédo ultravioleta também pode ser utilizada para determinar a
quantidade residual de 0zdnio gasoso ou dissolvido nos comprimentos de onda
de 258-260 nm ou 253,7 nm, que pode ser obtido pelo uso de lampadas de
mercurio de baixa pressao e filtros espectrais (Langlais, 1991). Uma
desvantagem deste método se deve a incerteza quanto a absortividade molar
do ozbnio em aguas naturais e ao fato dessas aguas poderem conter
compostos que absorvem na regido do ultravioleta.

O método colorimétrico do indigo, desenvolvido por Bader e Hoigné em
1981 (Cesarino et al., 2011), € o método padrao para medida da concentragao
do ozobnio dissolvido em agua. Aceito mundialmente pela EPA (Enviromental
Protection Agency), este método que estd no Standards methods for the
examination of water and wastewater se baseia na oxidagdo do corante indigo
pela molécula do ozdnio, causando redugéo na intensidade da cor azul de uma
solugao preparada usando acido fosférico e indigo trissulfonato de potassio. A
medida da absorvancia em espectrofotbmetro a 600 + 5 nm e calculos
adequados fornecem a quantidade de ozbnio residual dissolvido (Langlais,
1991). Sensivel, preciso e rapido, o método do indigo é mais seletivo para o
0zOnio que os outros métodos utilizados para determinagcdo do ozénio residual
em meio aquoso. Manganés, cloro e peroxido de hidrogénio apresentam

menos interferéncia no procedimento com indigo, do que nos outros métodos.



Porém, a presenca de cloro acima de 0,1 mg L' pode mascarar o ozdnio
tornando o método inadequado (APHA et al., 2005).

4, Efeito do o0z6nio na remocido de residuos de agrotoxicos de

alimentos

A maioria dos paises possui legislacédo e 6rgdos que regulamentam a
quantidade maxima de residuos permitidos em alimentos. No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o 6rgao responsavel pelo
estabelecimento desses limites maximos em alimentos comercializados. Para
monitorar a qualidade de alguns alimentos, foi criado pela ANVISA, em 2001, o
Programa Nacional de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos
(PARA). Esse programa publica desde entéo, relatérios informativos sobre a
qualidade de alimentos (frutas, hortaligas e graos) consumidos no pais.

Segundo os relatorios publicados pelo PARA, alguns alimentos tém
mostrado niveis de contaminagdo com agrotoxicos acima dos limites maximos
permitidos pela legislagao brasileira. Isso ocorre devido ao uso indiscriminado
de agrotoxicos e a ndo observancia dos periodos de caréncia.

Varios tipos de tratamento tém sido propostos, para remover os residuos
de agrotoxicos dos alimentos e minimizar o risco a saude. Durante o
processamento de alimentos parte dos residuos de agrotoxicos presentes
podem ser parcialmente removidos. Nos processamentos, o uso do calor,
vapor, luz e condigdes acidas ou basicas podem contribuir para a remogao dos
agrotoxicos. Outros processamentos podem também remover fisicamente os
contaminantes dos alimentos como o descascamento, limpeza ou aparamento
dos alimentos.

A oxidagdo quimica €&, aparentemente, uma tecnologia importante para
resolver os problemas dos agrotoxicos nos alimentos. Deve-se levar em conta
que esses processos que fazem uso de substancias oxidantes podem deixar
residuos nos alimentos. O ideal é fazer uso de oxidantes cujos produtos de sua
redugao sejam inofensivos a saude.

Neste contexto os processos de oxidagcdo envolvendo ozbnio tem a

grande vantagem de n&o deixar residuos de sua reducdo, pois o oxigénio é
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inerte e gasoso. Com isso, as variagdes da técnica de remocgao de
contaminantes pelo uso do ozbénio vém se tornando alvo de pesquisas
intensas. Algumas dessas pesquisas empregam o 0z0Onio para remogao de
microrganismos que contribuem para a deterioragdo do alimento. Como nao
deixa residuo e pode eliminar esses microrganismos, essa técnica aumenta a
vida de prateleira dos alimentos.

Numa outra linha de pesquisa relacionada com o uso do ozénio como
oxidante esta a utilizagdo do ozbénio gasoso ou dissolvido em agua com a
finalidade de remocgéo de residuos de agrotdxicos nos alimentos (Tabelas 1.4 e
1.5). Nessas pesquisas sao avaliadas diferentes formas de aplicagdo do ozénio

e o resultado na remocéo dos contaminantes.
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5. Qualidade dos alimentos tratados com ozoénio

Como mencionado anteriormente varias publicagbes sobre a remogao
de contaminantes com 0zo6nio sdo encontradas na literatura. As formas de uso
do o0zb6nio sdo normalmente a fumigagado do gas nos alimentos ou a imersao
dos alimentos em agua saturada com o gas.

Além de ser efetivo na remogao de contaminantes é desejavel que o
alimento mantenha suas propriedades fisico-quimicas apds o tratamento com
ozobnio.

O efeito do tratamento com ozbnio na qualidade pds-colheita de
morango foi avaliado por Peréz e colaboradores (1999). Os morangos foram
armazenados a 2 °C em uma atmosfera contendo ozénio (0,35 ppm). Apés 3
dias a 2 °C, os frutos foram transferidos para 20 °C para simular as condi¢des
de varejo (vida de prateleira). As alteragbes em varios parametros de
qualidade, tais como cor, agucares, acidos e aroma foram avaliados durante a
vida de prateleira dos morangos. O tratamento com ozénio causou diferengas
significativas nos agucares e acido ascorbico. No fim do armazenamento a frio,
o teor de vitamina C nos morangos ozonizados foi 3 vezes maior do que nos
frutos do controle. Foi observado um efeito prejudicial do tratamento com
0zénio no aroma dos morangos, com uma redugcdo de 40% na emissédo de
ésteres volateis.

Segundo Salvador e colaboradores (2006) a exposi¢cao de caqui ao gas
ozénio (0,15 ppm v/v) manteve a firmeza nos limites comerciais, mesmo apos
30 dias. Os frutos tratados com ozénio apresentaram maiores valores de perda
de massa e condutividade elétrica. O ozbdnio ndo afetou a cor, teor de etanol,
sélidos soluveis totais e pH. Foram observadas pequenas diferengas entre o
acetaldeido dos frutos submetidos ao tratamento com ozénio e frutos controle.
Durante o armazenamento de kiwi por 4-6 meses em camaras frigorificas
industriais a 0 °C ou camaras de ozoOnio industriais, a massa, a firmeza e a
acidez diminuiram, enquanto que o °Brix e o pH aumentaram. As
concentracoes dos principais agucares soluveis presentes no kiwi aumentaram

durante os dois armazenamentos. Durante o armazenamento na camara de
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ozbnio, as concentragdes de acidos organicos nao volateis diminuiram
acentuadamente apds 25 semanas (Barboni et al., 2010).

Tzortzakis e colaboradores (2007) avaliaram a qualidade de tomates
durante e apds o tratamento com ozénio em concentragdes que variam entre
0,005 (controles) e 1,0 umol mol'a 13 °C e 95% de umidade relativa. O oz6nio
manteve a firmeza dos frutos em comparacdo com os armazenados em ar. O
tratamento com oz6nio nao afetou a perda de massa dos frutos, os niveis de
antioxidantes, a troca CO2/H20, a produgdo de etileno, acidos organicos,
vitamina C e conteudo fendlico total.

Também em tomates, Rodoni e colaboradores (2010), avaliaram o efeito
de tratamento com ozonio gasoso (10 pL L") por 10 min. Os tratamentos n&o
modificaram a cor dos tomates, o teor de agucar, a acidez ou a capacidade
antioxidante, mas reduziram a perda de massa e induziram o acumulo de
compostos fendlicos. Além disso, o amolecimento dos frutos foi atrasado pelo

tratamento com ozé6nio.

6. Aspectos toxicologicos

Os niveis elevados de ozbénio sdo danosos e podem ser prejudiciais a
saude humana. Sendo assim, & importante monitorar as pessoas que tem
contato com o ozénio na industria. Nos seres humanos o ozbnio afeta
principalmente o trato respiratorio.

Uma concentragdo de ozonio da ordem de 0,1 mg L' pode causar
irritacdo ao nariz, garganta e olhos. Pesquisadores alegam que concentragdes
de ozo6nio de 0,02 a 0,04 mg L' podem ser detectadas pelo ser humano e que
a exposicao prolongada a concentragdes iguais ou superiores a 1,0 mg L'
pode causar a morte. Uma exposicdo de uma hora a concentracoes de 2, 4, 15
e 95 mg L' pode causar efeitos sintomaticos, irritantes, toxicos e letais,
respectivamente (Kim et al., 2000).

Devido a sua alta instabilidade, o o0zbnio ndo deixa residuos nos
alimentos. No entanto, muitos problemas s&o encontrados para a efetiva

degradacdo dos agrotoxicos, sendo que, muitas vezes a completa
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mineralizagao destes nao € conseguida, implicando na geragao de subprodutos
muitas vezes mais toxicos do que o proprio agrotéxico.

Hwang e colaboradores (2002) relataram que, na degradagao de alguns
agrotoxicos organofosforados, os subprodutos podem ter uma toxicidade maior
do que os proprios agrotéxicos originais. Além disso, os produtos formulados
dos agrotoxicos também contém diferentes ingredientes, chamados de
"ingredientes inertes", tais como solventes, surfactantes, transportadores e
intensificadores de ingredientes ativos. Como resultado, a amostra ozonizada
tende a conter variedades de subprodutos originados do agrotoxico e de outros
componentes da formula (Ikehata e Gamal EI-Din, 2005). Neste caso, néo se
pode dizer que o risco do uso de agrotdxicos na dieta pode ser completamente
removido pela ozonizagdo, a menos que os subprodutos da degradacgéo sejam

comprovadamente seguros.
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CAPITULO 2 OTIMIZAGAO, VALIDAGAO E APLICAGAO DE METODO
PARA DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO RESIDUAL DE
DIFENOCONAZOL EM MORANGO APOS MULTIPLAS APLICAGOES

1. Introducgao

O difenoconazol (cis-trans-3-cloro-4-[4-metil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil)-
1,3-dioxolan-2-il]fenil 4-clorofenil eter) (Figura 2.1) € um fungicida sistémico
empregado no controle da mancha-de-mycosphaerella ou mancha-foliar
causada pelo fungo Mycospharella fragariae (Barbosa, 2010). Esse principio
ativo é indicado para aplicacao foliar em diferentes culturas, como macga, uva,

pimentdo, tomate e morango.
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Figura 2.1. Estrutura quimica do difenoconazol.

O uso indiscriminado de agrotéxicos e a ndo observancia dos periodos
de caréncia faz com que estes sejam detectados em concentragdes acima do
limite maximo de residuo (LMR) em diversos alimentos (Jardim e Caldas,
2012). Nos alimentos consumidos in natura como 0 morango esse problema
torna-se um pouco mais sério uma vez que a populacao é exposta diretamente
ao agrotoxico. O LMR de difenoconazol estabelecido pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para essa cultura é de 500 ug de principio ativo
por kg de morango (ANVISA, 2012).

O morango, cada vez mais, vem se destacando por estar presente na
lista dos alimentos mais contaminados por residuos de agrotéxicos no Brasil,
por varios anos consecutivos (Oshita e Jardim, 2012).

A extragéo do difenoconazol em matrizes vegetais tem sido realizada em

duas etapas, uma extragdo com solventes organicos e uma etapa de clean-up
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em cartuchos de extragcao em fase solida (Schermerhorn et al., 2005; Wang et
al., 2008; ElI Mouden et al., 2009). Uma outra técnica que vem sendo
empregada para determinacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos é a
extragdo solido-liquido com partigdo em baixa temperatura (ESL/PBT), que
possui a vantagem de realizar os processos de extragado do analito e clean-up
do extrato simultaneamente, além de baixo consumo de amostra e reagentes
(Vieira et al., 2007; Marthe et al., 2010; Pinho et al., 2010).

O objetivo deste trabalho foi otimizar e validar o método de extragéo
sélido-liquido com particdo em baixa temperatura e analise por cromatografia
gasosa com detector por captura de elétrons (ESL/PBT-CG/DCE) para
monitorar a concentragao residual de difenoconazol em morangos que

receberam multiplas aplicagdes foliares desse principio ativo.

2. Material e métodos

2.1. Reagentes e solugdes

Os reagentes utilizados foram acetato de etila (99,5% v/v) e acetonitrila
(99,5% v/v) adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), e cloreto de sodio
(99,0% m/m) e acido acético (99,7% v/v) adquiridos da Isofar (Duque de
Caxias, Brasil).

Solugéo padrao estoque de difenoconazol, na concentragdo de 1000,0 mg L,
foi preparada pela solubilizagdo do padrdo de difenoconazol (97,0% m/m)
adquirido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha) em acetonitrila. A solugéo
de trabalho contendo o agrotoxico difenoconazol na concentragcédo de 50,0 mg
L, foi preparada a partir da diluicdo da solugédo padrao estoque, com 0 mesmo
solvente. Estas solugdes foram armazenadas em freezer a temperatura de

aproximadamente -20 °C.

2.2. Preparo de amostras fortificadas
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Para a otimizagao e validacao da técnica de extragcao solido-liquido com
particio em baixa temperatura (ESL/PBT) e analise por CG/DCE foram
utilizados morangos isentos de agrotdoxicos. Os morangos foram picados e
triturados em mixer (Walita, S&do Paulo, Brasil) até total homogeneizagdo. Em
seguida, 4,0000 g (Sartorius, Goettingen, Alemanha) de polpa foram colocados
em frascos de vidro transparente com capacidade de 22,0 mL, e fortificados
com 80 uL da solugdo de trabalho (50,0 mg L'). Essas amostras de morango
fortificadas foram deixadas em repouso por 3 h em recipiente aberto e

posteriormente, submetidas ao método de ESL/PBT.

2.3. Condigdes cromatograficas

Para determinacdo do analito de interesse foi empregado um
cromatografo a gas (modelo GC-2014, Shimadzu, Kyoto, Japado) com detector
por captura de elétrons (CG/DCE), equipado com auto injetor AOC-20i. A
temperatura do detector foi mantida em 300 °C, o nitrogénio (Air Products, Sao
Paulo, Brasil, 99,999% de pureza) foi empregado como gas de arraste e as
injecoes foram feitas com divisdo de fluxo (split) de 1:5. As separag¢des foram
realizadas em uma coluna capilar DB-5 (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA),
com fase estacionaria (5%-fenil)-metilpolissiloxano, com 30 m de comprimento,
0,25 mm de diametro interno e 0,10 um de espessura de filme.

Para determinacdo de difenoconazol apds extragcao por ESL/PBT foi
empregada a seguinte programacao de temperatura do forno da coluna:
temperatura inicial de 200 °C com rampa de aquecimento de 20 °C min™ até
290 °C, sendo esta temperatura mantida por 4,5 min. A temperatura do injetor
foi mantida em 280 °C e o fluxo do gas de arraste empregado foi de 1,2 mL
min'. O volume injetado foi de 1,0 uL e o tempo total de analise foi de 9 min.
As corridas foram gerenciadas pelo software GCsolution (Shimadzu, Kyoto,
Japao).

O difenoconazol foi identificado por comparagéo do tempo de retencao
do pico presente nos extratos das amostras com o tempo de retengdo do
padrdo. A quantificagao foi feita empregando o método de superposi¢cao de
matriz (Ribani et al., 2004).
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2.4. Otimizagao da técnica de extragao solido-liquido com particao em
baixa temperatura (ESL/PBT)

A otimizagdo da técnica de extracdo solido-liquido com particido em
baixa temperatura (ESL/PBT) para andlise de difenoconazol em amostras de
morango foi adaptada das técnicas para extracao em leite (Goulart et al., 2008)
e tomate (Pinho et al., 2010).

Nesta técnica 4,0000 g de polpa de morangos foram colocados em
contato com a solugao extratora. Apds agitagao e centrifugagéo, a mistura foi
deixada em freezer a -20 °C para separagao das fases pelo congelamento da
polpa. O extrato organico foi analisado por CG/DCE.

A técnica foi otimizada multivariadamente avaliando os seguintes
parametros: tipo de solucao extratora, razdo massa de amostra:volume de
solugéo extratora e tempos de agitagédo, centrifugagéo e refrigeragdo. Um
planejamento fatorial completo e um planejamento composto central foram

utilizados para a otimizacdo desses parametros.

Planejamento fatorial completo

Foi empregado um planejamento fatorial completo, 22, para avaliagédo do
comportamento simultdneo dos fatores em dois niveis: tipo de solugéo
extratora e razao massa de amostra:volume de solugido extratora. As analises
foram realizadas em duplicata e os dados do planejamento sdo mostrados na
Tabela 2.1.

As melhores condigdes dos planejamentos foram avaliadas em fungao
das respostas cromatograficas (areas) obtidas em cada ensaio. Esses dados
foram analisados empregando o software Statistica (versdo 8, StatSoft Corp.,

Tulsa, EUA).
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Tabela 2.1. Planejamento fatorial 22, em duplicata, realizado para estabelecer
as melhores condi¢gdes para extragao de difenoconazol de amostras de

morango.

Fatores Fatores

Ensaio (Valores Codificados) (Valores Reais)

SE A/SE SE AISE

1 - - ACN  4g/4mL
2 + - ACN/ACE 4 g/4 mL
3 - + ACN  4g/8mL
4 + + ACN/ACE 4 g/8 mL
5 - - ACN  4g/4mL
6 + - ACN/ACE 4 g/4 mL
7 - + ACN  4g/8mL
8 + + ACN/ACE 4 g/8 mL

A = amostra; SE = solugao extratora; ACN = acetonitrila; ACE = acetato de

etila; ACN/ACE = mistura dos dois solventes na proporcao 81,25/18,75 v/v.

Planejamento composto central

Na otimizagdo do processo de extragdo, os tempos de agitacédo em
mesa agitadora (Tecnal - modelo TE 420, Piracicaba, Brasil) a 200 rpm, de
centrifugacdo (Centrifuga Excelsa Il, modelo 206MP, FANEM, Sao Paulo,
Brasil) a 560 g e o tempo de particdo a baixa temperatura no freezer (Consul,
modelo 280, Sao Paulo, Brasil) a - 20 °C, foram avaliados por um planejamento
composto central. O planejamento empregado foi o fatorial 22 com cinco pontos

centrais e extensdo axial, totalizando 19 ensaios (Tabela 2.2).
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Tabela 2.2. Planejamento composto central realizado para estabelecer as

melhores condi¢des para extragdo de difenoconazol de amostras de morango.

Fatores Fatores
Ensaio (Valores Codificados) (Valores Reais)

A C R A(min) C(min) R (h)

1 - - - 10,00 3,00 5,00
2 - - + 10,00 3,00 12,00
3 - + - 10,00 5,00 5,00
4 - + + 10,00 5,00 12,00
5 + - - 20,00 3,00 5,00
6 + - + 20,00 3,00 12,00
7 + + . 20,00 5,00 5,00
8 + + + 20,00 5,00 12,00
9 -a 0 0 6,59 4,00 8,50
10 a 0 0 23,41 4,00 8,50
11 0 -a 0 15,00 2,32 8,50
12 0 a 0 15,00 5,68 8,50
13 0 0 -a 15,00 4,00 2,61
14 0 0 a 15,00 4,00 14,39
15C 0 0 0 15,00 4,00 8,50
16 C 0 0 0 15,00 4,00 8,50
17C 0 0 0 15,00 4,00 8,50
18 C 0 0 0 15,00 4,00 8,50
19C 0 0 0 15,00 4,00 8,50

A = tempo de agitagéo; C = tempo de centrifugagéo; R = tempo de refrigeragéo.
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2.5. Figuras de mérito do procedimento analitico

A linearidade foi avaliada pela curva analitica obtida pela analise dos
extratos de amostras fortificadas com concentragdes de difenoconazol que
variaram de 250 - 1000 ug kg’ (n = 42, sete pontos em triplicata e uma
reinjecao). A relagdo matematica entre o sinal (resposta) e a concentragao do
analito de interesse foi expressa pela equagdo da curva analitica e o seu
coeficiente de correlagao (r). Os parametros de desempenho para o método
foram avaliados: seletividade, preciséo (repetitividade e preciséo intermediaria),
exatidao/recuperacao, limite de detecgao (LD) e limite de quantificagao (LQ) do
analito.

Os limites de deteccédo e quantificagcdo foram calculados pela relagéo
entre a estimativa do desvio padrao do coeficiente linear e a inclinagdo da
curva analitica. O valor resultante foi multiplicado por 3,3 para obter o LD e por
10 para obter o LQ (Ribani et al., 2004).

A precisdo foi expressa em termos de repetitividade e precisdo
intermediaria. Para determinar a repetitividade, as amostras foram fortificadas
em seis replicatas e em trés concentragdes (250, 500 e 750 pg kg'). Para
determinar a precisao intermediaria, as amostras foram fortificadas em seis
replicatas, em trés concentragbes (250, 500 e 750 ug kg') e em trés dias
consecutivos. Os resultados foram expressos pelo coeficiente de variagao.

A exatidao foi determinada a partir de ensaios de recuperagdo em que
quantidades conhecidas de analito foram adicionadas a amostra em seis
replicatas de trés concentragdes diferentes (250, 500 e 750 ug kg™). Os

resultados foram expressos em porcentagem de recuperagao.

2.6. Avaliacao da dissipagcdao de difenoconazol em morango apoés

multiplas aplicagoes

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo empregando 40
vasos (3,0 L de capacidade) contendo quatro plantas de morango por vaso. A

irrigacéo foi feita diretamente no solo, duas vezes por semana. O produto
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comercial do fungicida difenoconazol (250 g L") foi pulverizado nas folhas, na
dosagem recomendada para o produto utilizado (40 mL ha') trés dias antes da
primeira colheita dos frutos. Esse produto comercial pode ser aplicado até seis
vezes na cultura do morango, com intervalos de 14 dias entre as aplicagbes
(Barbosa, 2010). Em funcao disso, foram feitas seis aplicagbes com o produto
comercial, respeitando o intervalo de 14 dias entre cada tratamento. As
amostras de morango foram coletadas no 3° e 7° dia depois de cada aplicagao,
totalizando 77 dias de monitoramento. Depois de colhidos, os frutos foram
transportados para o laboratério, onde foram triturados em mixer e
armazenados em freezer. Essas amostras foram submetidas ao método de

extragdo ESL/PBT e os extratos foram analisados por CG/DCE.

3. Resultados e discussao

3.1. Otimizagao dos parametros de extragao

A eficiéncia da extracdo sdlido-liquido com particio em baixa
temperatura (ESL/PBT) pode sofrer a influéncia de alguns fatores como a
escolha da solugéo extratora, tempos de agitagdo, de centrifugagédo e de
refrigeracdo e da razdo massa de amostra/volume de solugdo extratora. A
escolha correta do melhor conjunto de parametros de trabalho leva a maior
frequéncia analitica (menor tempo de extracéo), boa sensibilidade e precisao.
Para avaliar a melhor solugdo extratora (acetonitrila ou uma mistura de
acetonitrila:acetato de etila - 81,25/18,75 v/v) e a reducédo do seu volume no
preparo de amostra um planejamento fatorial completo, 22, foi empregado. Na
Figura 2.2 é apresentado o grafico de Pareto para os efeitos dos fatores
solugao extratora e razdo massa de amostra/volume de solugéo extratora sobre

a extracao do difenoconazol.
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Figura 2.2. Diagrama de Pareto dos efeitos dos fatores solugdo extratora e
razdo amostra/solugcdo extratora sobre a extracdo do difenoconazol de

amostras de morango.

Pela analise dos efeitos dos fatores sobre a resposta cromatografica do
difenoconazol verificou-se que o fator solugédo extratora ndo apresentou efeito
principal significativo ao nivel de 95% de confianca (p < 0,05). Isto é, diminuir a
polaridade com a adicdo de acetato de etila a solugao extratora nao interferiu
significativamente no método. Ja a proporgdo massa de amostra/volume de
solucdo extratora no nivel mais baixo (4 g/4 mL) apresentou efeito significativo,
melhorando a resposta cromatografica do difenoconazol. Deste modo, optou-se
pelo uso de 4 mL acetonitrila como solvente extrator e 4 g de amostra.

A otimizagdo dos tempos de agitagdo, centrifugacdo e refrigeragéo,
tendo como resposta a area cromatografica, foi realizada de acordo com
planejamento fatorial completo 2% com cinco repeticbes no ponto central e
extensao axial (composto central). Na Figura 2.3 é apresentado o grafico de
Pareto para os efeitos dos fatores tempos de agitagcdo, centrifugacédo e

refrigeragao sobre a extragdo do difenoconazol.
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Figura 2.3. Diagrama de Pareto dos efeitos dos fatores tempos de agitagéo,
centrifugacao e refrigeragdo sobre a extracao do difenoconazol de amostras de

morango.

Pela analise dos efeitos dos fatores sobre os agrotdxicos verificou-se
que apenas o fator tempo de agitagdo foi significativo ao nivel de 95% de
confianga (p < 0,05). Pelos valores criticos, as melhores condi¢des
experimentais foram: 17 min de agitacdo (200 rpm), 4 min de centrifugacao
(560 g) e 10 h de refrigeragéo (~ -20 °C).

Levando-se em consideracao os resultados da otimizacdo e aspectos
praticos da técnica, o método de ESL/PBT consiste em adicionar a 4,0000 g de
amostra de morango 4,0 mL de acetonitrila. Essa mistura € agitada por 17 min
em mesa agitadora, a 25 °C e 200 rpm e posteriormente centrifugada por 4 min
a 560 g e deixada resfriar em freezer a aproximadamente -20 °C por 10 h. Do
extrato sobrenadante retira-se 1,8 mL para analise cromatografica.

A técnica ESL/PBT otimizada apresenta baixo consumo de amostra e
solvente extrator, ndo sendo necessario implementar etapas de evaporagao e
troca de solvente, 0 que reduz os riscos de contaminagdo e perdas de

amostras.

3.2. Validagao do procedimento analitico
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Para avaliar a seletividade, o método otimizado foi aplicado em frutos de
morango isentos de agrotéxicos. Posteriormente, essas amostras foram
fortificadas com difenoconazol e submetidas novamente ao método de extracao
e analise. Os cromatogramas referentes a essas amostras foram comparados,
nao sendo observado nenhum interferente com resposta no tempo de retengcao
do analito de interesse (Figura 2.4). O pico duplo observado no cromatograma

corresponde aos isémeros estruturais do difenoconazol.
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Figura 2.4. Cromatogramas de extratos obtidos de uma amostra de morango
(A) isenta de difenoconazol; (B) contendo difenoconazol a 0,5 mg kg™’ com tr =

6,6 min.

Para avaliar a linearidade do método, foi obtida a equacédo da curva
analitica por meio de regresséo linear (y = 697660x + 10180) no intervalo entre
250-1000 ug kg na matriz. Foram empregados sete niveis e coeficiente de
correlagao (r) obtido foi de 0,995. Esse valor indica a boa linearidade de
resposta do método para o difenoconazol em concentragdes préoximas ao LMR
(INMETRO, 2010). Para verificar se o ajuste linear foi adequado a curva

analitica, plotou-se o grafico de residuos e aplicou-se o teste de Cochran dos
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dados. Os valores de Cochran calculados foram inferiores ao valor de Cochran
tabelado, mostrando varidncias homogéneas conforme o aumento da
concentragdo. A variancia dos erros foi constante para as concentragdes
estudadas, sendo os residuos distribuidos aleatoriamente em torno do zero.
Este resultado indica que ao longo da faixa de concentragdo estudada o
modelo tem um comportamento homocedastico.

Os limites de detecgdo (LD) e quantificagdo (LQ) do método estimados
pelos parametros da curva analitica foram 9 e 31 ug kg™ respectivamente. O
LQ obtido estéd bem abaixo dos LMRs estabelecidos pela Agéncia de Vigilancia
Sanitaria Brasileira (ANVISA, 500 ug kg™') e pela Unido Europeia (EU, 400 ug
kg™).

A repetitividade foi avaliada em trés niveis de concentragdo (250, 500 e
750 pg kg') sendo os valores obtidos de coeficiente de variagado (CV) iguais a
11,69; 5,89; 6,99%, respectivamente. A precisdo intermediaria também foi
avaliada pelo valor do CV, obtido depois de analises executadas em trés dias
consecutivos. Em cada ensaio seis amostras de cada nivel de concentracao
(250, 500 e 750 pg kg™') foram analisadas por um mesmo analista, no mesmo
laboratério, sob as mesmas condi¢des de trabalho. Os valores de CV obtidos
foram de 15,49; 9,57 e 8,21%, respectivamente.

As recuperagoes foram 98 + 12% (250 ug kg™'), 109 + 6% (500 ug kg™) e
103 = 7% (750 ug kg'). Para a anadlise de residuos de agrotdxicos o
procedimento analitico deve ser capaz de recuperar, em cada nivel de
fortificacao, de 70 a 120% em média, com uma precisado de CV < 20% (Brasil,
2011). Uma vez que os valores obtidos estdo dentro deste intervalo, pode-se
concluir que a recuperagao e o coeficiente de variagao para difenoconazol séo

adequados.

3.3. Avaliagao da dissipacao de difenoconazol em morango apoés

multiplas aplicagoes

A ESL/PBT vem sendo utilizada para extragédo de diversos agrotoxicos
em diferentes matrizes com resultados satisfatorios (Marthe et al., 2010; Pinho

et al., 2010). Além de promover uma extracao eficiente dos analitos, a técnica
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tem a vantagem de realizar simultaneamente os processos de extragdo e
clean-up.

Alguns autores descrevem a dissipagdo de agrotdxicos em diferentes
matrizes, entretanto ndo mostram o efeito de aplicagbes sucessivas sobre a
dissipagédo dos mesmos (Geng et al., 2012; Malhat e Mahmoud, 2012; Sun et
al., 2012; Wu et al., 2012; Abd-Alrahman e Ahmed, 2013; You et al., 2013).

A ESL/PBT foi aplicada para avaliar a dissipagéo do fungicida sistémico
difenoconazol em morangos durante seis aplicagdes sucessivas do produto
comercial. As concentracoes residuais de difenoconazol determinadas, em
triplicata, durante os seis tratamentos nos diferentes dias sdo apresentadas na

Figura 2.5.
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Figura 2.5. Concentragdes residuais de difenoconazol em morangos depois de
multiplas aplicagbes. Algarismos romanos (I a VI) representam as seis
aplicagbes e algarismos arabicos (3 e 7) os numeros de dias apds a aplicagéo.
Letras iguais néo diferem entre si no teste ANOVA com post-hoc teste de
Tukey (p < 0,05); *: diferenca né&o significativa entre as duas colheitas de uma

mesma aplicagao.
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As aplicagdes sucessivas do produto comercial contendo o
difenoconazol levaram a um aumento das concentragdes residuais desse
principio ativo nos morangos, avaliadas no terceiro dia depois de cada
aplicagéo (3). Comportamento semelhante é observado nos resultados obtidos
no sétimo dia depois de cada aplicagéo (7). Entretanto, esses resultados sao
significativamente menores do que os obtidos para o terceiro dia (3) a partir da
segunda aplicagao (Il), mostrando que ocorre a dissipagdo do produto nesse
periodo.

Wang et al. (2008) monitoraram a dissipagéao do difenoconazol em couve
chinesa e mostraram que este se dissipa rapidamente com meia-vida de 6,6-
7,8 dias. Mukhopadhyay et al. (2011) mostraram que a meia-vida de
difenoconazol em pimentdes é ainda menor, cerca de 2,15-2,32 dias. Sendo
assim, ndo se esperava encontrar nos morangos, residuos de difenoconazol
remanescente de uma aplicagdo para outra, ja que o intervalo entre as
aplicacdes foi de 14 dias. No entanto, depois das seis aplicacdes sucessivas do
difenoconazol, observou-se um aumento nos niveis de agrotoxico no fruto. Os
residuos de difenoconazol observados nos frutos colhidos no terceiro dia (3) e
no sétimo dia (7) depois da primeira aplicagao (l); (13 = 102,9 ug kg™' e 17 = 93,3
ug kg') sdo significativamente inferiores aos observados nas colheitas
seguintes. Depois da sexta aplicagao (VI), foi encontrado para o terceiro dia (3)
uma concentragdo residual (VI3 = 362,8 yg kg™') 3,5 vezes maior que a
encontrada na primeira aplicacdo (lI). Mesmo ocorrendo dissipagdo do
fungicida, no sétimo dia (7) depois da sexta aplicagao (VI) a concentragao
residual foi 2,3 vezes maior que a da primeira aplicagao (l); (VI7 = 217,5 ug kg-

1)_

4, Conclusoes

O método de ESL/PBT e analise por cromatografia gasosa, otimizado e
validado é simples e eficiente, consumindo uma pequena quantidade de
amostra e de solvente extrator, com porcentagens de recuperagao elevadas e

boa repetitividade.
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Os resultados mostraram que ocorre uma dissipagdo rapida do
fungicida, mas que com multiplas aplicagbes, a concentragao residual aumenta

devido a persisténcia do produto.
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CAPITULO 3 REMOGAO DO DIFENOCONAZOL EM MORANGOS
PELA EXPOSIGAO AO OZONIO

1. Introducgao

A cultura do morango demanda o uso de diversos produtos quimicos
para o controle de insetos, acaros e doencgas. Estima-se que sdo gastos entre
30 e 40 aplicagbes de fungicidas, perfazendo um total de 35-45 kg por ha,
durante o ciclo da cultura, nas mais diferentes regides produtoras do Pais. Em
decorréncia disto, os frutos podem apresentar altos indices de residuos destes
produtos, acarretando riscos a saude dos consumidores (Carvalho, 2006). Ha
uma necessidade de se desenvolver métodos para remoc¢do ou redugdo dos
agrotoxicos nos morangos, apos a colheita. Tais métodos podem diminuir as
preocupagdes com 0s riscos causados por estes produtos aos seres humanos
e ao ambiente.

Entre os procedimentos empregados para descontaminagédo de
alimentos, a utilizacdo do ozénio (O3) tem sido investigada como uma
alternativa promissora. O ozbénio pode ser gerado pela transformagédo do O,
por meio de descarga elétrica. Por ser uma molécula muito reativa e instavel,
degrada-se rapidamente em O3, liberando um radical livre de oxigénio, o qual
pode se ligar a outro oxigénio livre formando uma nova molécula de O2 ou
reagir com outras substancias quimicas, oxidando-as (Gulizel-Seydim et al.,
2004). Esta auto decomposi¢cdo do ozdnio em oxigénio molecular torna o
processo de descontaminagdo vantajoso por nao deixar residuos nos
alimentos.

O o0zb6nio vem sendo historicamente empregado no tratamento de agua
com finalidades multiplas como desinfecgdo, remogdo de gosto, odor e
degradacgdo de contaminantes orgénicos (Hwang, E. S. et al., 2001). A industria
alimenticia tem utilizado 0z6nio gasoso para aumentar a vida de prateleira dos
alimentos e ozoénio dissolvido na agua para a desinfecgdo da superficie de
frutas e hortalicas (Karaca e Velioglu, 2007). A aplicagdo do ozbnio para a
degradacdo de residuos de agrotoxicos também tem sido investigada.
Entretanto, a maioria dos trabalhos utiliza o ozénio dissolvido em agua e néao
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avaliam a qualidade do produto apds o tratamento (Ong et al., 1996; Hwang et
al., 2002; Wu, J. et al., 2007; Wu, J. G. et al., 2007).

Além da eficiéncia do 0z6nio na remogao de residuos de agrotdxicos em
alimentos deve-se também avaliar a qualidade do alimento apds o tratamento.
Critérios de qualidade, como cor, forma, peso, aroma e frescor sdo requisitos
observados pelo consumidor ao adquirir hortaligas e frutas como o morango
(Lunati, 2006). O sabor do morango € um dos mais importantes aspectos
qualitativos exigidos pelo consumidor. Essa caracteristica € condicionada, em
parte, pelo balango entre o teor de agucar e a acidez do fruto (Shaw, 1990). Os
principais acidos presentes no morango sao o citrico e o malico, sendo
encontrado também &cido ascorbico (vitamina C) (Carvalho, 2006). No
morango maduro a glicose, a sacarose e a frutose compdéem mais de 99% do
total de agucares presentes (Makinen e Soderling, 1980). Ja a cor atrativa do
morango se deve a presenca de antocianinas (Montero et al., 1996). O pH
celular pode influenciar tanto no sabor, quanto no aparecimento desses
pigmentos na fruta.

A adequacéao da tecnologia de tratamento de frutos de morango com o
gas ozobnio torna-se relevante em funcdo do uso elevado de agrotéxicos para o
controle de pragas nesta cultura. Devem ser consideradas as perspectivas de
remocao desses residuos e a manutencado das caracteristicas de qualidade
como cor, brilho e sabor, que o tornam um produto atraente ao consumidor.

O fungicida difenoconazol, que esta entre os dois triazéis mais
encontrados pelos programas de fiscalizagado brasileiros (Jardim e Caldas,
2012), é pulverizado varias vezes durante a safra do morango.

Neste trabalho avaliou-se a remogao do difenoconazol em morangos
fortificados expostos ao gas oz6nio em diferentes concentragbes e as

alteracgdes fisico-quimicas desses frutos durante o periodo de armazenamento.

2. Material e métodos

2.1. Obtencao do ozdénio
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O ozbnio foi obtido de um gerador de ozbénio (Figura 3.1) desenvolvido
pela empresa Ozone & Life (Sdo José dos Campos, Brasil). Para a geragao do
ozobnio utilizou-se como insumo o gas oxigénio (Linde Gases, Canoas, Brasil,
99,5% de pureza), que recebe uma descarga por barreira dielétrica (DBD). Na
camada ar/oxigénio sao formados elétrons com energia suficiente para quebrar
as moléculas de oxigénio, formando atomos de oxigénio, que ao se juntarem

com moléculas de oxigénio formam as moléculas de ozénio (Urruchi, 2009).

S 0 e@<0

ozowo DESUGA  REDE

= RESIDUAL —— OZONI

MULTIVACU ) ” \ |

S

Figura 3.1. Gerador de ozénio.

2.2. Método para determinagao da concentragao de ozénio

Para se quantificar a concentragdo do gas introduzido na camara ou o
que sai da camara, uma valvula é acionada manualmente e o fluxo é dirigido
para o interior de uma proveta de 100,0 mL contendo 50,0 mL de solugéo de
iodeto de potassio (KI) 20 g L', por 30 s. O gas borbulhado nesta solugdo que
¢ acidificada com 2,5 mL de acido sulftrico (H2S04) 0,5 mol L' reage com a
solugdo de Kl formando iodo (l2). A quantidade de I> formado, que é
proporcional ao ozénio borbulhado, é titulado com solucdo padronizada de
tiossulfato de sodio (Na2S203) 5,00 x 103 mol L' (Equagdes 3.1 e 3.2), usando
uma suspensdo de amido (5 g L™') como indicador, até o desaparecimento da

coloragao azul.

Os(g) + 2 I'(aq) + H200) — la(aq) + 2 OH(aq) + Oz(q) Equacéo 3.1
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2 S203(aq) + l2(aq) — S406%(aq) + 2 I'(aq) Equacéo 3.2

A massa de o0zénio (mo) que é introduzida na camara pode ser calculada
pela quantidade de tiossulfato consumido na titulagdo (Equagao 3.3) da

solugdo de Na>S20:s.

mg = M Equacao 3.3
onde, mo = massa de ozonio (mg); Cto = concentragdo de tiossulfato (mol L); f
= fator de corregéo do tiossulfato; V = volume gasto de tiossulfato (mL); e W =
massa molar do ozénio (g mol).

A concentragdo do ozdnio (mg L") no volume de gas introduzido na
camara pode ser calculada a partir do resultado da Equacéo 3.3 considerando

o fluxo do gas e o tempo de borbulhamento (Equagéao 3.4)

Mo

Co (mg L) =

Equacao 3.4

onde, Co = concentragdo de ozénio (mg L™"); mo = massa de ozdnio (mg); ¢ =
fluxo de ozénio (L s); e t = tempo de borbulhamento (s).
A pressdao é calculada através da Equacdo 3.5 e é usada para

determinagao da concentragcédo de ozénio em ppmv (Equacao 3.6).
p =RTC, Equacéo 3.5

onde, p = pressdo do ozbnio (atm); T = temperatura (K); R = constante dos

gases perfeito (0,082 atm L mol-' K') e Co = concentragédo de 0zonio (mg L7).

Co (ppmV) = pimﬁ Equacio 3.6

atm
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onde, Co = concentracao de ozbnio (ppmv); p = pressao do ozénio (atm); € patm

= pressao atmosférica local (0,935 atm).

2.3. Camara de fumigagao

Acoplada ao gerador de 0z6nio foi instalada uma camara de acrilico com
dimensdes 0,32 m x 0,53 m x 0,44 m (0,075 m?) desenvolvida por Simdes,
(2012). A camara possui em seu interior prateleiras para acomodagao das
amostras e € dotada de conexdes para entrada e saida do gas, com valvulas

para fechamento (Figura 3.2). A concentragdo do ozénio que foi injetado e a

que saiu da camara foi quantificada usando o método iodométrico indireto
(APHA et al., 2005).
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Figura 3.2. Camara de fumigagéao e suas dimensées.

2.4. Saturagcao da camara

A camara de fumigacao foi saturada, introduzindo-se o ozbnio nas
concentragbes de 0,3; 0,6 e 0,8 mg L' em fluxo constante de 2,00 L min-'. A
concentragdo do ozénio no interior da camara foi monitorada a cada 10 min
durante 60 min para estabelecer o tempo necessario para saturacdo e a

concentracao de oz6nio na camara saturada.
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O mesmo procedimento foi repetido para avaliar a saturagao da camara
contendo 600 g de morango.

Os dados de saturacdo da camara (com e sem frutos de morango) com
ozbnio, foram submetidos a andlise de regressao Linear Response Plateau em

fungéo do tempo, utilizando o software SAEG (UFV, Vicosa, Brasil).

2.5. Fortificagcdo dos morangos com difenoconazol

Amostras de morango isentas de residuos de agrotoxicos (600 g) recém-
colhidos (cultivares Albion, Camino Real, Dover e Oso Grande) foram imersas,
por 1 min, em 1,0 L de solugdo aquosa contendo 400 uL do produto comercial
(250 g L' de difenoconazol). As amostras foram deixadas secar em ambiente

ventilado por 1 h, e depois tratadas com ozénio.

2.6. Avaliagao da remogao do fungicida difenoconazol em morangos

Os frutos de morango contaminados com o fungicida foram submetidos
ao tratamento com ozdnio no interior da cdmara de fumigacdo. Os frutos foram
acondicionados nas prateleiras da camara e expostos ao o0zbénio nas
concentragdes de 0,3, 0,6 e 0,8 mg L' durante 1 h. O gas foi aplicado em fluxo
continuo de 2,00 L min".

O difenoconazol foi quantificado nas amostras de morango utilizando o
meétodo de extracao e andlise otimizado e validado no Capitulo 1.

A influéncia da concentragdo do ozbnio sobre a degradagdo do
difenoconazol nos frutos de morango foi analisada por meio do modelo descrito
utilizando o software Oringin 8.0 (Origin Lab, Northampton, EUA).

2.7. Efeito da aplicagao do oz6nio na qualidade do morango

Amostras tratadas com ozbnio e as amostras controle foram
armazenadas a 4 °C e as caracteristicas qualitativas dos frutos avaliadas

periodicamente (3°, 7° e 10° dia).
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2.7.1. Avaliagao da cor

A avaliagéo da cor dos frutos de morango foi realizada com o auxilio de
um colorimetro Minolta (Ramsey, EUA) CR 400 (iluminante C e angulo 10°)
pelo sistema CIE (Commission Internationale de I'Eclairage), com leitura direta
de reflecténcia das coordenadas “L*” (luminosidade), “a*” (relativa de verde a
vermelho) e “b*” (relativa de amarela a azul). Com os valores das coordenadas
L*, a* e b* foi possivel gerar parametros relacionados a saturagdo da cor
(Croma) (Equagéo 3.7) (Macdougall, 2002) e a diferenga de cor AE (Equacéao
3.8) (Meir et al., 1992; Macdougall, 2002).

Croma=./(a** +b*?) Equacdo 3.7

AE = \/ ((AL *F +(Aa*) + (Ab*)z) Equacdo 3.8

2.7.2. Perda de massa

Durante o periodo de armazenamento, a perda de massa dos frutos foi
acompanhada, utilizando-se uma balanca analitica com precisdo de 1 x 10+ g,
sendo a variagdo expressa em percentual de perda em relacdo ao massa

inicial.

2.7.3. Acidez total titulavel (AT)

A acidez foi determinada por titulagdo do suco da polpa, com solugao de
NaOH 0,1 mol L' padronizado e 3 gotas de indicador fenolftaleina. Para essa
analise, 5,00 g de polpa foram retiradas da regido mediana dos frutos e as
amostras foram homogeneizadas em 50,0 mL de agua destilada (Instituto
Adolfo Lutz, 2005). As analises foram feitas em triplicata e os resultados foram

expressos em gramas de acido citrico por 100 g de amostra (Equacgao 3.9).

g de acido citrico/100 g = 0,6404 % Equacéao 3.9
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onde:
V = volume da solugdo de NaOH (mL); e

m = massa da amostra (g).

2.7.4. Medida do pH

A medida de pH foi feita por imerséo direta do eletrodo na amostra de
morango preparada para determinagdo da acidez total titulavel (2.7.3). A
determinacao do pH da polpa foi efetuada utilizando-se pHmetro de bancada
digital Homis, mod. MPA 210.

2.7.5. Sélidos soluveis (SS)

O teor de sodlidos soluveis da polpa dos morangos foi determinado
utilizando-se um refratdmetro manual mod.107 - 0 a 90% BRIX — Biobrix. O
morango foi partido ao meio, depositando-se trés gotas de suco sobre a

superficie de leitura do refratdmetro. Os resultados foram expressos em °Brix.

2.7.6. Acido ascérbico (vitamina C)

O teor de acido ascorbico (vitamina C) dos frutos foi determinado
segundo as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2005). Este método
baseia-se na oxidacao do acido ascorbico pelo iodato de potassio. Para essa
analise, 10 g de polpa foram retiradas da regido mediana dos frutos e
homogeneizadas em 50,0 mL de agua destilada. Adicionou-se 10,0 mL de
solugao de acido sulfurico a 20% (v/v), 1,0 mL de solugéo de iodeto de potassio
a 10% (m/v) e 1,0 mL da solugao de amido a 1% (m/v). Titulou-se com solugao
de iodato de potassio 0,02 mol L', até o aparecimento da coloragdo azulada.
Os resultados foram expressos em miligramas de acido ascérbico por 100 g de

amostra (Equagao 3.10).

mg de acido ascorbico/100 g=

w Equacao 3.10

onde:

f = fator estequiométrico = 8,806;

41



V = volume da solugéo de iodato de potassio (mL); e
m = massa da amostra (g).

Os dados de todos os testes de qualidade dos frutos de morango foram
submetidos a anadlise de variancia (ANOVA) usando o software Statistica
(versao 8.0, StatSoft Corp., Tulsa, EUA). Um p < 0,05 foi considerado

significativo.

3. Resultados e discussao

3.1. Saturacao da camara

O gas ozbnio além de reagir com a superficie da cdmara e dos frutos
tem meia vida curta. Assim, a concentragao de ozénio no interior da camara é
sempre menor que a concentragao inicial injetada, mesmo apds alcangar a
saturagado. Um estudo do comportamento do ozénio no interior da camara, em
funcdo da concentragdo inicial de ozobnio, foi feito. Esse estudo permitiu
verificar o tempo necessario para que ocorresse a saturacao da camara e
determinar a concentracdo do oz6nio na camara apds saturacdo. Assim foi
possivel conhecer o tempo em que os frutos ficaram expostos a uma camara
saturada em cada tratamento.

Na camara de fumigagao vazia foi introduzido o gas ozénio em fluxo
constante de 2,00 L min”', em todos os experimentos. Como a molécula de
ozobnio é instavel, parte do mesmo sofre degradagédo ao entrar em contato com
as paredes da camara. No inicio do processo a concentragao do gas ozbnio é
nula na saida da camara. Com a entrada constante do gas no interior da
camara, a concentragado do gas vai aumentando e 0 mesmo acontece na saida.
Como a taxa de entrada do gas na camara € constante e maior que a taxa de
degradagéo, o interior da cdmara vai saturando. Esse fato foi confirmado pelos
dados de concentragdo do ozénio determinados na saida da cdmara. Depois
de um determinado tempo, que é dependente da concentragdo de o0zbnio que é
introduzido na camara, a mesma fica saturada e a concentragdo do ozénio no

gas de saida é constante.
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A introducdo das amostras de morango na camara alterou as condigdes
internas e consequentemente novos valores foram obtidos. No ensaio de
saturagdo da camara contendo morangos os dados foram obtidos em
condigdes semelhantes, ou seja, um fluxo de 2,00 L min"' e nas concentragdes
de 0,3,0,6 € 0,8 mg L.

Usando o aplicativo SAEG (Sistema para Anadlise Estatistica e Genética)
foram feitas as analises de regressdo e obtidos as principais equagdes
(Tabelas 3.1 e 3.2) e dados do processo (Tabelas 3.3 e 3.4). Esses dados séo
o tempo de saturacao, que € o tempo necessario para que a concentragdo do
gas de saida torne-se constante, e a concentracdo de saturacdo, que
corresponde a concentragdo do 0zonio no interior da camara saturada.

Na Figura 3.3 estdo apresentados os dados da concentragéo de ozonio,
na saida da camara, em fungao do tempo para a camara vazia e para a camara
contendo morangos. Observa-se que a maior parte do ozénio foi degradado no
interior da cAmara. O aumento da concentracao do ozbnio que € introduzido
aumenta a concentracdo de saturacdo e diminui o tempo de saturacdo. De
maneira geral, a presenga de morangos no interior da camara aumenta o
tempo de saturacdo e diminui a concentracdo de saturacdo para todas as

concentragdes de o0zoénio injetadas.

Tabela 3.1. Equacgbes de regressao linear simples Linear Response Plateau

para saturacdo da camara vazia.

[O3] Injetado B Coeficiente de
Intervalo Equacao .
(mg L") Determinagao (r?)
7:,<28,13 »=0,007+0,002y,
0,3 0,914
28,13 < y, 60,00 y=0,070
¥, < 23,52 »=0,005+0,004 y,
0,6 0,975
23,52 < y, £60,00 y=0,103
7,<6,51 $=0,000+0,019 z,
0,8 _ 0,991
6,51 < y, 60,00 y=0,126

7. = tempo de exposicdo (min) e y = concentragdo de ozonio (mg L ).
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Tabela 3.2. Equacbes de regressdo linear simples Linear Response Plateau

para saturagado da camara contendo morangos.

[O3] Injetado B Coeficiente de
Intervalo Equacao _
(mg L™ Determinagao (r?)
7, <49,82 »=0,004+0,001y,
0,3 0,842
49,82 < y, 60,00 y=0,04
7,<38,39 $=0,006+0,001y,
0,6 0,882
38,39 < y, £60,00 y=0,06
2, < 23,95 »=0,003+0,004 y,
0,8 0,977
23,95 < y, 60,00 y=0,09

7, = tempo de exposigédo (min) e = concentragdo de ozénio (mg L™).

Tabela 3.3. Tempo de saturagdo, concentracdo de saturacdo e % de

degradacgao do 0z6nio na camara vazia.

[O3] Tempo de Concentragao de

. % de
Injetado Saturacao Saturacéao
) Degradacao
(mg L) (min) (mg L)
0,3 28,13 0,07 77
0,6 23,51 0,10 83
0,8 6,51 0,13 84

Tabela 3.4. Tempo de saturagdo, concentracdo de saturacédo e % de

degradagéo do ozénio na cadmara contendo morango.

[O3] Tempo de Concentracao de % d
e
Injetado Saturacao Saturacao °
] Degradacao

(mg L) (min) (mg L)

0,3 49,82 0,04 87

0,6 38,39 0,06 90

0,8 23,95 0,09 89
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Figura 3.3. Concentragdo residual do ozbnio em fungdo do periodo de

exposi¢do para o processo de saturagdo da cadmara vazia: A) 0,3mg L', B) 0,6

mg L"e C) 0,8 mg L'; e da cdmara contendo morangos: D) 0,3 mg L', E) 0,6

mgL'eF)0,8mglL™.

3.2.

Remoc¢ao do fungicida difenoconazol em morangos

Os morangos foram imersos em solucédo de difenoconazol e deixados

secar. Com o proposito de avaliar a eficiéncia do ozbnio na remogao do

fungicida difenoconazol,

parte dos morangos foi exposta ao ozénio e

45



submetida a ESL/PBT e os extratos analisados por CG/DCE. A concentragao
média do fungicida encontrada nos frutos antes da submissédo ao processo de
ozonizagao foi de 4,96 mg kg™.

Observou-se que a concentragdo do fungicida nos frutos de morango
reduziu drasticamente a medida que se aumentou a concentracido do ozénio,
injetada na camara. Apos 1 h de exposi¢cao ao 0z6nio na concentragéo de 0,3
mg L, verificou-se que a concentragdo residual do difenoconazol encontrava-
se um pouco acima dos LMRs estabelecidos pela ANVISA e pela EU, porém, ja
apresentava redugéo de 82% em relagéo a concentragéo do fungicida antes da
ozonizagao dos frutos. Com o aumento da concentracao do ozbénio observa-se
uma queda mais acentuada nos niveis de contaminagao do morango, obtendo-
se remogao maxima de 95% da contaminagdo quando submetidos a maior
concentracao do gas. Esse comportamento foi adequadamente descrito por um
modelo que descreve a influéncia da concentracdo de ozbnio sobre a

degradagéao do difenoconazol (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Residuo do fungicida difenoconazol nas amostras de morango,

apos 1 h de exposigao ao gas ozbénio em diferentes concentragdes.

Foi ajustado o modelo n&o linear apresentado na Equagéo 3.11:
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1
(0,215 + 3,16¢(03))

= ¢(D), (r% = 0,987; x> = 0,054) Equacao 3.11
onde c¢(D) é a concentracdo do agrotoxico apds ozonizagdo e c(Os3) a
concentracao de ozénio, que foi mantida constante durante cada experimento.

Esse modelo foi racionalizado considerando-se a reacdo de pseudo-
segunda ordem para a oxidagado do agrotoxico, enquanto que a constante de
pseudo-segunda ordem é fungao linear da concentracao de ozénio (Equacao
3.12).

1 ~
—  =¢(D Equagéo 3.12
(@+(ka0o(09)) ®) quae

onde Co, € a concentragao inicial do agrotdxico; k, a constante de segunda

ordem; At, o tempo de ozonizagéo e ¢(Os3), a concentracdo do ozénio.

3.3. Efeito do oz6énio na qualidade dos frutos de morango

3.3.1. Avaliagcao da cor

Observou-se uma variagdo de cor ao longo do periodo de
armazenamento tanto para as amostras controle como para as amostras de
morango fumigadas com ozénio. Essa variacdo de cor foi maior ao final do
armazenamento. A Figura 3.5 mostra a superficie de resposta que melhor se
ajustou aos dados (modelo quadratico) e as analises de residuos dos modelos
linear e quadratico em fungdo do da concentracdo de o0z6nio e do periodo de

armazenamento.
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Figura 3.5. A) Superficie de resposta da variagdo total da cor (AE) dos
morangos ozonizados e armazenados na temperatura de 4 °C. B) e C) Analise
de residuos em fungdo da concentragdo de o0zbnio e do periodo de

armazenamento respectivamente.

A analise dos residuos do modelo quadratico apresentou dados
aleat6rios e com menor dispersdo (dp = 3,08) do que o modelo linear (dp =
3,24).

A variagao total de cor ndo variou significativamente (p > 0,05) entre os
frutos de morango fumigados e os frutos do controle (Figura 3.5A). Esses
resultados indicam que o ozbénio ndo afetou este parametro de qualidade.
Resultados semelhantes foram obtidos por Nadas, Olmo, e Garcia (2003) e
Holtz (2006).

Outra variavel relacionada com a cor é a saturagao (croma), que esta
relacionada com a variacado da intensidade da cor durante o armazenamento.
Os resultados da saturagcao de cor mostram que esse parametro foi afetado
significativamente (p < 0,05) em func&o do tratamento com ozbnio pela reducao
da cor vermelha (Figura 3.6). A redugéo possivelmente ocorre pela oxidagao de
pigmentos que conferem cor vermelha, tais como as antocianinas (Pérez et al.,

1999).
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Figura 3.6. A) Superficie de resposta da saturagcdo da cor (Croma) dos
morangos ozonizados e armazenados na temperatura de 4 °C. B) e C) Analise
de residuos em fungdo da concentragdo de o0zbnio e do periodo de

armazenamento respectivamente.

Observa-se, que similarmente a variacao total de cor, o modelo
quadratico apresentou dados aleatérios e com menor disperséo (dp = 3,36) do
que o modelo linear (dp = 4,74). A analise estatistica (andlise de variancia,
ANOVA) dos efeitos dos fatores (concentracdo de ozbnio e tempo de
armazenamento) sobre a variagdo e a saturagdo da cor esta apresentada na
Tabela 3.5.

3.3.2. Perda de massa

Observou-se perda de massa tanto para as amostras de morango
controle como as ozonizadas. As alteragbes observadas nos valores da perda
de massa foram significativas (p < 0,05) apenas em fungdo do periodo de
armazenamento. Os resultados desta andlise sdo mostrados na Tabela 3.5. Na
Figura 3.7 esta representada a superficie de resposta para o modelo quadratico

da perda de massa e as andlises de residuos dos modelos linear e quadratico
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em fungado da concentragdo de ozénio e do periodo de armazenamento. Pela
analise dos residuos, o modelo quadratico apresentou dados aleatérios e com
menor dispersao (dp = 1,42) do que o modelo linear (dp = 1,48). Pelos
resultados obtidos o tratamento dos frutos com 0zdnio ndo afetou a perda de
massa dos morangos. Nadas et al. (2003) observaram uma redugéo da perda
de massa induzida pelo ozénio em morangos, relacionada com uma melhor

manutencao da firmeza dos frutos, o que nao foi observado nesse estudo.
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Figura 3.7. A) Superficie de resposta da perda de massa dos morangos
ozonizados e armazenados na temperatura de 4 °C. B) e C) Analise de
residuos em fungcdo da concentragdo de o0zbnio e do periodo de

armazenamento respectivamente.

3.3.3. Acidez titulavel (AT)

A acidez total das amostras de morango diminuiu durante o periodo de
armazenamento tanto para as amostras controle quanto para as amostras
ozonizadas. A reducao no teor de AT, durante o armazenamento, foi mais
acentuada em morangos nao ozonizados. Essas alteragdes foram significativas
(p < 0,05) em funcdo do tratamento com ozdnio e do periodo de
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armazenamento. Os resultados desta analise sdo mostrados na Tabela 3.5. A
superficie de resposta ajustada no modelo quadratico, em fungédo da analise de

residuos linear (dp = 0,07) e quadratico (dp = 0,06) € mostrada na Figura 3.8.
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Figura 3.8. A) Superficie de resposta do teor de acidez titulavel dos morangos
ozonizados e armazenados na temperatura de 4 °C. B) e C) Analise de
residuos em fungdo da concentragdo de o0zbnio e do periodo de

armazenamento respectivamente.

A reducédo no teor de AT pode ser atribuida a tendéncia de diminuigéao
dos &cidos organicos em virtude da sua utilizagdo, como substrato para a
sintese de acgucares (Toledo et al., 2011). Toledo et al. (2011) também
observaram reducgdes significativas na AT em relacdo ao tratamento com
ozOnio e tempo de armazenamento.

O tratamento com ozénio permitiu manter por mais tempo a qualidade

original do fruto com relagédo a essa caracteristica.
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3.3.4. pH

A Figura 3.9 apresenta a superficie de resposta do modelo quadratico
para as alteragdes dos valores de pH. Este modelo obteve um melhor ajuste e
menor disperséo (dp = 0,099) quando comparado ao modelo linear (dp =
0,103).

As amostras de morango controle e ozonizadas apresentaram pH inicial
em torno de 3,3, chegando ao valor médio de 3,6 ao final do armazenamento.
As alteragdes observadas nos valores de pH foram significativas (p < 0,05)
apenas em funcdo do periodo de armazenamento. Esses resultados séo
semelhantes aos encontrados na literatura (Holtz, 2006; Frangoso et al., 2008).

A ozonizagao das amostras de morango com diferentes concentragdes
de ozbnio nao alterou significativamente (p > 0,05) o pH das amostras. Logo,
nao afeta este parametro de qualidade. Os resultados desta analise sao

mostrados na Tabela 3.5.
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Figura 3.9. A) Superficie de resposta do pH dos morangos ozonizados e
armazenados na temperatura de 4 °C. B) e C) Analise de residuos em fungéo

da concentragdo de ozbnio e do periodo de armazenamento respectivamente.
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3.3.5. Sdlidos soluveis (SS)

Foram observadas alteragdes significativas (p < 0,05) nos valores de SS
em funcdo do tratamento com ozénio e do periodo de armazenamento. Os
resultados desta analise sdo mostrados na Tabela 3.5. A reducao no teor de
SS, durante o armazenamento a 4 °C foi mais acentuada nas amostras
controle do que nas amostras ozonizadas. Pela Figura 3.10, as analises de
residuos dos modelos linear e quadratico em funcdo da concentracdo de
ozOnio e do periodo de armazenamento mostraram que a superficie de
resposta do modelo quadratico foi a que melhor representou os resultados
obtidos, com menor dispersao (dp = 0,62) do que o modelo linear (dp = 2,25).

Resultados sobre teores de sdlidos soluveis registrados na literatura séo
variaveis, mas deve ser considerado que a concentracdo de ozbnio, tempo de
exposicéo e as condi¢gdes de armazenamento também variam o que dificulta a
comparagao entre os resultados. Nadas et al. (2003) nao observaram diferenca
significativa (p < 0,05) na concentracao de solidos solluveis de morangos
tratados ou ndo com o0zd6nio e mantidos a 2 °C. Entretanto, Pérez et al. (1999)
observaram que os teores de agucares de morangos mantidos em atmosfera

controlada com ozénio a 2 °C decresceram significativamente (p < 0,05).
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Figura 3.10. A) Superficie de resposta do teor de sélidos soluveis dos
morangos ozonizados e armazenados na temperatura de 4 °C. B) e C) Analise
de residuos em funcdo da concentracdo de ozbnio e do periodo de

armazenamento respectivamente.

3.3.6. Acido ascérbico (vitamina C)

Os teores de acido ascorbico (vitamina C) diminuiram ao longo do
armazenamento. Essa diminuigdo foi mais acentuada para as amostras
controle que para as amostras submetidas ao o0z6nio em diferentes
concentragcoes. A superficie de resposta dos teores de acido ascoérbico
(vitamina C) em funcdo do armazenamento e da concentracdo de ozbnio é
mostrada na Figura 3.11. A anadlise dos residuos do modelo quadratico
apresentou dados aleatérios e com menor disperséo (dp = 7,72) do que o
modelo linear (dp = 10,00). A analise de variancia, dos efeitos dos fatores
(concentragédo de ozbnio e tempo de armazenamento) sobre o acido ascorbico

€ apresentada na Tabela 3.5.
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Tabela 3.5. Analise da varidncia dos fatores AE, croma, AT, SS e vitamina C

em morangos armazenados a 4 °C.

Graus de Valor Valor
Liberdade F p

AE
Concentragao de Ozbénio 3 1,1644 0,331324
Periodo de armazenamento 3 56,8677 0,000000*
Erro 57

Croma

Concentragéo de Ozénio 3 36,13 0,000000°
Periodo de armazenamento 3 36,31 0,000000°
Erro 48

AT
Concentragéao de Ozénio 3 3,480 0,021598"
Periodo de armazenamento 3 9,944 0,000023"
Erro 57

SS
Concentragéao de Ozoénio 3 4,652 0,005615"
Periodo de armazenamento 3 7,389 0,000289°
Erro 57

Vitamina C

Concentragéao de Ozénio 3 6,6137  0,000652
Periodo de armazenamento 3 10,1781  0,000018
Erro 57

* = significativo p < 0,05; AE = variagéo total de cor; AT = acidez titulavel; SS =

solidos soluveis.

Segundo Pérez et al. (1999) a menor redugdo das concentragdes de
acido ascérbico nos morangos ozonizados possivelmente ocorre como
resposta ao estresse oxidativo provocado pelo 0zénio. Concentragdes elevadas

de vitamina C em regides de alta atividade metabdlica no tecido vegetal pode
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ser resultado de um sistema antioxidativo que promove a biossintese de
vitamina C a partir de reservas de carboidratos dos morangos. Resultados
semelhantes foram obtidos por Zhang et al. (2011), que mostraram também em
seus estudos com morangos que o tratamento com ozbnio pode inibir a
reducao de acido ascorbico.

Pérez et al. (1999) também observaram que morangos mantidos em
atmosfera modificada com ozénio a 2 °C por trés dias e depois a 20 °C por
quatro dias, apresentaram, teor de vitamina C significativamente (p < 0,05)

maior que o controle.
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Figura 3.11. A) Superficie de resposta do teor de acido ascorbico (vitamina C)
dos morangos ozonizados e armazenados na temperatura de 4 °C. B) e C)
Anélise de residuos em fungdo da concentracdo de ozbnio e do periodo de

armazenamento respectivamente.

Com esses resultados pode-se inferir que o tratamento com ozbnio
preserva por mais tempo a qualidade original do fruto com relagdo a essa

caracteristica.
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4, Conclusoes

A exposicdo de morangos ao ozbnio reduziu os residuos de
difenoconazol para concentragdes proximas as dos limites maximos de residuo
(LMRs) estabelecidos pela ANVISA (0,5 mg kg™') e pela EU (0,4 mg kg'). A
degradacgdo do difenoconazol aumentou com o aumento da concentragao de
ozbnio. Os tratamentos por fumigagcdo de ozbnio nao alteraram
significativamente (p > 0,05) algumas caracteristicas da amostra como pH,
perda de massa e diferenca total de cor. Entretanto, afetaram
significativamente (p < 0,05) os parametros sélidos soluveis (SS), acidez
titulavel (TA) e acido ascorbico (vitamina C) impedindo a queda acentuada
desses parametros durante o armazenamento. O Unico parametro de qualidade
afetado negativamente pela ozonizacdo foi a saturacdo de cor (croma), pela
reducao da intensidade da cor vermelha. Isso pode ser compensado pela
diferenca total de cor que nao foi alterada pelo o0zbnio durante o
armazenamento. Pode-se concluir, em funcdo disso, que o ozbdnio pode ser
aplicado para a remoc¢ao de residuos de agrotoxicos de frutos de morango sem

prejudicar a qualidade destes frutos.
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CAPITULO 4 USO DE 0ZONIO PARA REMOGAO DE CLOROTALONIL
EM UVAS

1. Introducgao

Varios fungicidas, tais como o clorotalonil (2,4,5,6-tetracloro-1,3-
benzenodicarbonitrilo, Figura 4.1), sdo amplamente utilizados para o controle
de doencgas das videiras. Embora o uso correto desses fungicidas ndo cause
impacto ao meio ambiente, quando as doses de aplicacdo e os intervalos de
seguranga nao sao respeitados, os residuos desses agrotoxicos podem
permanecer nas uvas pos-colheita. Sendo assim, as uvas podem apresentar
alto indice de contaminacéo destes produtos, acarretando riscos a saude dos
consumidores. Torna-se necessario, portanto, o desenvolvimento de métodos
para remogao dos residuos de agrotdxicos pds-colheita das uvas, diminuindo

assim os riscos a saude humana e ao meio ambiente.

CN
Cl Cl

Cl CN
Cl
Figura 4.1. Estrutura quimica do clorotalonil.

Entre os procedimentos empregados para descontaminacédo de
alimentos, a utlizagdo do ozénio (Os3) tem sido investigada como uma
alternativa promissora (Ong et al., 1996; Hwang, E.-S. et al., 2001; Hwang et
al., 2002; Wu, J. et al., 2007; Wu, J. G. et al., 2007; Gabler et al., 2010; lkeura
et al., 2011a; b; Walse e Karaca, 2011; Whangchai et al., 2011; Karaca et al.,
2012; Chen et al., 2013; Ikeura et al., 2013). O ozénio (O3) é gerado quando
uma molécula de Oz gasoso recebe uma descarga elétrica. Por ser uma
molécula muito reativa e instavel, degrada-se rapidamente em Og, liberando um
radical livre de oxigénio, o qual pode se ligar a outro oxigénio livre formando
uma nova molécula de O, ou reagir com outras substancias quimicas,

oxidando-as (Guzel-Seydim et al., 2004). Esta auto decomposi¢édo do ozénio
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em oxigénio molecular torna o processo de descontaminagédo vantajoso por
nao deixar residuos nos alimentos. Apesar da eficacia do ozénio na remocgéao
de residuos de agrotoxicos, a qualidade dos alimentos com relagao a cor, pH,
acidez, solidos soluveis, perda de massa, etc. apés o tratamento deve ser
avaliada (Bevan et al., 2009; Barboni et al., 2010; Kechinski et al., 2012).

Em uvas, a adequacéao da tecnologia de tratamento com borbulhamento
de oz6nio em agua torna-se relevante em fungéo da presenga de residuos de
agrotoxicos poés-colheita e da fragilidade do fruto.

A uva ¢é um fruto nao-climatérico, com atividade respiratoria
relativamente baixa e que ndo amadurece apos a colheita. Devem ser
consideradas as perspectivas de remogao desses residuos € a manutengao
das caracteristicas de qualidade como cor, brilho e sabor, que o tornam o
produto atraente ao consumidor.

Os padrbes comerciais de qualidade das uvas sao baseados em
dimensdes fisicas, coloragéo, teor de acidos organicos, pH, sdélidos soluveis e
pela relacao entre solidos soluveis/acidez titulavel (Chitarra e Chitarrra, 1990).

Neste trabalho avaliou-se a remocéao de residuos de clorotalonil em uvas
tratadas com ozbénio em agua. As alteragdes fisico-quimicas dos frutos (teores
de sdlidos soluveis (°Brix), acidez titulavel, pH, perda de massa e mudangas na
cor) foram avaliadas durante o armazenamento, por um periodo de oito

sSemanas.

2. Material e métodos

2.1. Reagentes e solugdes

Foram utilizados para a extragao do agrotoxico os solventes acetato de
etila (99,5% v/v) e acetonitrila (99,5% v/v) adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil).

Solugéo padréo estoque do agrotéxico clorotalonil, na concentragdo de
1000,0 mg L', foi preparada pela solubilizagdo do padrdo de clorotalonil
(99,3% m/m), adquirido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha) em

acetonitrila. A solucdo de trabalho, para validacdo do método, contendo o
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agrotdxico clorotalonil na concentragdo de 100,0 mg L™, foi preparada a partir
da diluicdo da solugdo padrao estoque, com 0 mesmo solvente. Estas solugbes
foram armazenadas em freezer a temperatura de aproximadamente -20 °C.
Para os demais experimentos foram utilizados os seguintes reagentes:
acido sulfurico (96,0% m/v, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil); iodeto de potassio
(99,0% m/m, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil); tiossulfato de sodio (99,0% m/m,
Carlo Erba, Mildo, Italia); amido solavel (99,6% m/m, Exodo Cientifica,
Hortolandia, Brasil); hidroxido de sodio (99,0% m/m, Vetec, Rio de Janeiro,

Brasil) e fenolftaleina (>99%, Merck, Darmstadt, Alemanha).

2.2. Analise de clorotalonil nas amostras de uva

Os residuos de clorotalonil foram extraidos das amostras de uva pelo
método descrito por Soares (2010), eliminando a etapa de filtragdo do extrato.
Neste método 3,0000 g de amostras de uva foram submetidas a extragao
sélido-liquido com partigdo em baixa temperatura (ESL/PBT) com 6,5 mL de
acetonitrila, 1,0 mL de agua e 1,5 mL de acetato de etila. A mistura foi agitada
por 15 min em mesa agitadora Tecnal TE 420 (Sdo Paulo, Brasil), a 25 °C e
200 rpm e deixada em freezer (Consul, modelo 280, Sdo Paulo, Brasil) a
aproximadamente -20 °C por 3 h para separacdo das fases. Apds esse
periodo, o sobrenadante foi analisado por CG/DCE. Para a extragcao de
clorotalonil das amostras de cascas e das polpas de uva foi utilizado o mesmo
método, porém com adi¢cao de mais 1,0 mL de agua no caso das cascas.

Os residuos de clorotalonil foram detectados e quantificados utilizando
um cromatografo a gas (modelo GC-2014, Shimadzu, Kyoto, Japao) equipado
com detector por captura de elétrons (DCE), e auto injetor AOC-20i. A
separagao cromatografica dos analitos foi conduzida em coluna capilar HP-5
(Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), com fase estacionaria composta de 5%
de fenil e 95% de dimetilssiloxano (30 m x 0,25 mm, 0,1 ym de espessura de
filme), usando nitrogénio (Air Products, Sdo Paulo, Brasil, 99,999% de pureza)
como gas de arraste na vazdo de 1,2 mL min'. As temperaturas do injetor

split/splitless e do detector foram de 280 e 300 °C, respectivamente.
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Para determinacao de clorotalonil apdés extragao por ESL/PBT foi
empregada a seguinte programagao de temperatura do forno da coluna:
temperatura inicial de 200 °C, com rampa de aquecimento de 20 °C min até
290 °C, sendo esta temperatura mantida por 4,5 min. As inje¢cdes foram feitas
com diviséo de fluxo (split) de 1:5, o volume injetado foi de 1,0 yL e o tempo
total de analise foi de 9 min.

O clorotalonil foi identificado por comparagao do tempo de retengdo do
pico presente nos extratos das amostras com o tempo de retenc¢ao do padrao e
quantificado pelo método de superposicéo de matriz.

As corridas cromatograficas foram gerenciadas pelo software Shimadzu

GCsolution (Shimadzu, Kyoto, Japao).

2.3. Validagado do método de extragcao e analise

Na validagao do método de extragao foi levado em consideracao o limite
maximo de residuo (LMR) de clorotalonil em uvas estabelecido pela legislacao
brasileira (5,00 mg kg'), no intuito de garantir que o método seja adequado
para a determinacio de residuos nesta faixa de concentragao. A linearidade do
método foi avaliada pela regressédo dos dados das analises de extratos obtidos
de amostras de uvas fortificadas com quantidades crescente do padréao entre
2,50 e 10,00 mg kg™ (0,5 x LMR a 2,0 x LMR; n = 42, sete pontos em ftriplicata
e uma reinjecdo). A relacdo matematica entre o sinal (resposta) e a
concentracao do analito de interesse foi expressa pela equagado da curva
analitica e o seu coeficiente de correlagdo (r). Outros parametros de
desempenho para o método também foram avaliados: seletividade, precisao
(repetitividade e precisdo intermediaria), exatidao/recuperagdo, limite de
deteccédo (LD) e limite de quantificagdo (LQ) do método.

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram calculados pela relagéo
entre a estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear e a inclinacdo da
curva analitica. O valor resultante foi multiplicado por 3,3 para obter o LD e por
10 para obter o LQ (ICH, 2005). A precisao foi expressa em termos de
repetitividade e precisao intermediaria. A repetitividade foi avaliada pelo

coeficiente de variagao das analises de seis replicatas de amostras fortificadas
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em trés concentragbes (2,5, 5,0 e 7,5 mg kg™'). Para determinar a precisao
intermediaria, as amostras foram analisadas em trés dias consecutivos. A
exatiddo foi determinada a partir de ensaios de recuperagcdo em que
quantidades conhecidas de analito foram adicionadas a amostra em seis
replicatas de trés concentragdes diferentes (2,5, 50 e 7,5 mg kg™'). Os

resultados foram expressos em porcentagem de recuperagao.

2.4. Obtencao e quantificagcao do ozénio

O ozbnio foi obtido de um gerador de 0z6nio desenvolvido pela empresa
Ozone & Life (Sao José dos Campos, Brasil). Para a geragdo do ozbnio
utilizou-se como insumo o gas oxigénio (Linde Gases, Canoas, Brasil, 99,5%
de pureza).

O método iodométrico foi utilizado para quantificar a concentragédo do
gas ozobnio (APHA et al., 2005). Nesse método o ozbnio € borbulhado numa
solugao acidificada (2,5 mL de H2SO4 0,5 mol L") de Kl 20 g L', A quantidade
de iodo formado é titulada com solugdo padronizada de NazS:03 a 5,00 103

mol L', usando suspens3o de amido (5 g L-') como indicador.

2.5. Tratamento das uvas com o fungicida clorotalonil

Amostras de uvas (cultivar Italia) isentas de residuos de agrotoxicos (1,0
kg) recém-colhidas foram imersas, por 3 min, em 1,0 L de solugdo aquosa
contendo 0,27 ou 1,5 g do produto comercial (850 g kg™' de clorotalonil). Em
seguida as uvas foram deixadas em ambiente ventilado para secar por 12 h.
Parte dessas amostras foi submetida, em triplicata, a ESL/PBT e os extratos
analisados por CG/DCE para determinacao da concentracao de clorotalonil nas

uvas antes do tratamento com ozénio (controle).

2.6. Remocao do clorotalonil nas uvas contaminadas
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As amostras de uva contaminadas com o fungicida (1 kg) foram
mergulhadas em 5,0 L de agua destilada, mantida a 15 °C em um recipiente de

PVC (20 cm de diametro por 65 cm de altura, Figura 4.2).

dispersor

Figura 4.2. Cdmara de ozonizagé&o.

O ozonio foi borbulhado na agua, nas concentragées de 2 e 3 mg L™,
através de um dispersor em espiral, localizado na parte inferior do recipiente,
com fluxo continuo de 2,00 L min-' durante 60 min. A medida que o ozbnio
percorria o dispersor, o gas era expelido através dos furos presentes em toda
extensao da espiral, fazendo com que a agua contida no interior do recipiente
fosse borbulhada uniformemente. As bolhas percorriam toda a extensdo do
recipiente até a superficie da agua.

Parte das amostras tratadas foi submetida, em triplicata, a ESL/PBT e os
extratos analisados por CG/DCE para determinar a concentragéo de clorotalonil
nas uvas apos o tratamento com ozénio. Parte foi descascada para avaliar a
remogao do agrotodxico na polpa e na casca da uva separadamente. O restante

das amostras foi armazenado para avaliar a qualidade dos frutos.

2.7. Qualidade da uva apés tratamento

Amostras controle (contaminadas com clorotalonil e sem tratamento com

0z6nio) e as amostras tratadas com ozdnio foram armazenadas em geladeira
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(1 °C). Periodicamente, no 1°, 7°, 14°, 21°, 28°, 35° 42° e 49° dia, foram
avaliados os parametros de qualidade: teores de sélidos soluveis - °Brix (SS),
acidez titulavel (AT), pH, perda de massa, intensidade da cor (croma) e
diferencga total de cor (AE). Os teores de SS, AT, pH e perda de massa foram
determinados de acordo com os métodos do Instituto Adolfo Lutz (2005). A
acidez foi determinada por titulacdo do suco da polpa, com solucao
padronizada de NaOH 0,1 mol L-' e a medida de pH foi feita por imers&o direta
do eletrodo na amostra de uva preparada para determinacao da acidez. O teor
de solidos soluveis das uvas foi determinado por um refratdbmetro manual
mod.107 - 0 a 90% BRIX — Biobrix (S&o Paulo, Brasil). A avaliacdo da cor dos
frutos de uva foi realizada com o auxilio de um colorimetro Minolta (Ramsey,
EUA) modelo CR 400 (iluminante C e angulo 10°) pelo sistema CIE
(Commission Internationale de I’Eclairage), com leitura direta de reflectancia
das coordenadas “L*” (luminosidade), “a*” (de verde a vermelho) e “b*” (de azul
a amarelo). Com os valores dessas coordenadas foi possivel calcular
parametros relacionados a saturagdo da cor, croma (Equacdo 4.1) e a
diferencga total de cor, AE (Equagéo 4.2) (Meir et al., 1992; Macdougall, 2002).

Croma = Va2+b? Equacio 4.1
.2 2 .2 .
AE = \/ (AL) +(Aa’) +(Ab") Equagao 4.2

Os dados dos testes de qualidade dos frutos de uva e da remogéao de
clorotalonil foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste post-hoc
de Tukey usando o software Statistica 8.0 (StatSoft Corp., Tulsa, EUA). Um

valor de p inferior a 0,05 foi considerado significativo.

3. Resultados e discussao

3.1. Validagao do método de analise

Para avaliar a seletividade, o método foi aplicado em frutos de uva
isentos de agrotéxicos. Posteriormente, essas amostras foram fortificadas com
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clorotalonil e submetidas novamente ao método de extracdo e analise. Os
cromatogramas referentes a essas amostras foram comparados, ndo sendo
observado nenhum interferente com resposta no tempo de retengéo do analito

de interesse (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Cromatogramas de extratos obtido de uma amostra de uva (A)

isenta de clorotalonil; (B) contendo clorotalonil a 5 mg kg com tr = 4,7 min.

Para avaliar a linearidade de resposta do método otimizado, foi obtida a
regressao linear (y = 1,12 . 10%x + 4,26 . 10°) da curva analitica no intervalo de
2,50 a 10,00 mg kg'. Foram empregados sete niveis de concentragdo e o
coeficiente de correlacdo (r) obtido foi de 0,990. Esse valor indica a boa
linearidade de resposta do método para o clorotalonil (INMETRO, 2010). Os
limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método, estimados pelos
pardmetros da curva analitica foram 0,71 e 2,1 mg kg™', respectivamente. O LQ
obtido esta abaixo do LMR estabelecidos pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria
Brasileira (ANVISA, 5,0 mg kg'), pelo Codex Alimentarius (3,0 mg kg™') e pela
Uni&o Europeia (EU, 3,0 mg kg™").

A repetitividade foi avaliada em trés niveis de concentracao (2,50, 5,00 e

7,50 mg kg™') sendo os valores obtidos de coeficiente de variagdo (CV) iguais a
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5,5; 3,7; 2,7%, respectivamente. A precisdo intermediaria foi obtido apds
analises executadas em trés dias consecutivos. Em cada ensaio, seis amostras
de cada nivel de concentragdo (2,5, 5,0 e 7,5 mg kg™') foram analisadas por um
mesmo analista, no mesmo laboratério, nas mesmas condi¢cdes de trabalho. Os
valores de CV obtidos foram de 9,2, 4,1 e 4,1%, respectivamente. As
porcentagens de recuperagéo foram 84 + 5% (2,5 mg kg™'), 109 + 4% (5,0 mg
kg') e 102 + 3% (7,5 mg kg™'). Para a analise de residuos de agrotoxicos o
procedimento analitico deve ser capaz de recuperar, em cada nivel de
fortificagcao, de 70 a 120% em média, com uma precisao de CV < 20% (Brasil,
2011). Uma vez que os valores obtidos estdo dentro deste intervalo, pode-se

concluir que a recuperagao e a precisao para clorotalonil foram adequados.

3.2. Remocao do fungicida clorotalonil em uvas

3.2.1. Efeito da concentragao inicial do fungicida sobre a eficiéncia dos

tratamentos com ozonio

Os residuos de clorotalonil quantificados nas amostras de uva antes dos
tratamentos com ozénio em agua foram proporcionais a concentragdo da
solucdo de contaminacdo. Devido as caracteristicas das amostras de uva, a
contaminacao destas nao foi uniforme. Isto é, os residuos que permaneceram
nos frutos variaram de 38,1 a 82,7 mg kg' para as amostras de uva
mergulhadas em solugdo a 1,28 g L' de clorotalonil (Tabela 4.1) e de 3,5 a 8,0
mg kg™! para as amostras de uva mergulhadas em solugdo a 0,23 g L' (Tabela
4.2).
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Tabela 4.1. Tratamento de uvas, contaminadas em solugdo 1,28 g L' de

clorotalonil, com ozo6nio.

Concentragéo de clorotalonil (mg kg)

Tratamento Remocéo (%)
Antes do tratamento Apds o tratamento
54,7 + 1,04 38,3 +1,07 29,9
O3 (2,0 mg L") 55,9 + 0,97 38,3 +0,17 31,5
76,9 + 3,59 29,3 +1,89 61,9
38,1 + 0,08 28,3 +2,04 25,6
O3 (3,0mg L") 45,6 + 2,86 29,2 +1,55 36,0
82,7 +2,86 26,9 + 0,63 67,4

Tabela 4.2. Tratamento de uvas, contaminadas em solugdo 0,23 g L' de

clorotalonil, com ozo6nio.

Concentragéo de clorotalonil (mg kg)

Tratamento Remocéo (%)
Antes do tratamento Apds o tratamento
52+0,19 3,4 +0,26 35,5
O3 (2,0 mg L") 5,6 +0,30 3,6 +0,19 36,8
8,0 £+ 0,02 4,3+0,12 45,8
3,5+0,12 2,6 +0,15 249
O3 (3,0 mg L") 4,0 +0,10 29+0,17 26,3
4,6 + 0,01 1,7 + 0,08 62,6

Pela analise de variancia dos resultados (ANOVA), a remogédo dos
residuos de clorotalonil foi afetada significativamente (p < 0,05) pela
concentracao inicial do fungicida. A degradacao foi maior onde a concentragao
inicial do agrotéxico era maior, independente da concentracdo de ozbnio
borbulhada.

3.2.2. Efeito dos tratamentos com o0z6nio sobre a concentragcdo do

fungicida na polpa e na casca dos frutos

A fim de verificar a distribuicdo do fungicida no fruto e a capacidade do
ozbnio de degradar os residuos, a remogao na polpa e na casca das uvas foi

avaliada separadamente (Tabela 4.3).

67



Como esperado a contaminagao dos frutos foi predominantemente na
casca (entre 9,0 e 13,7 mg kg™'). No entanto observou-se que o fungicida
penetra no fruto contaminando também a polpa. Essa contaminagéo variou de
13 a 18% da quantidade presente na casca.

Pela analise de variancia dos resultados (ANOVA), a remogédo dos
residuos de clorotalonil durante os tratamentos com 2,0 e 3,0 mg L' de ozénio
foram estatisticamente iguais, sendo removidos em média 60% do clorotalonil

presente na polpa e na casca das uvas.
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3.3. Efeito do 0zdénio na qualidade das uvas

Os parametros de qualidade das amostras controle e das amostras
tratadas com ozo6nio nas concentragées de 2,0 e 3,0 mg L' foram comparados
com auxilio de testes ANOVA (Tabelas 4.4 € 4.5).

Dos parametros avaliados pela ANOVA, apenas a acidez (Figura 4.4) e
consequentemente o pH dos frutos apresentaram diferenga significativa entre
as amostras controle (sem tratamento) e as tratadas com 2,0 mg L' de ozdnio
durante o armazenamento. Um teste post-hoc de Tukey mostrou uma diferencga
significativa para os valores de acidez apds a 6% semana nas uvas controle,
com um aumento linear, enquanto que nao foi observada alteracdo desse
parametro nas uvas tratadas com ozénio. Esse resultado mostra o aumento da
preservagao da qualidade do fruto tratado com o0z6nio na concentragao de 2
mg L', pois além de n&o ter sido observada alteragdes significativas dos outros
parametros, a acidez se manteve constante por um periodo maior do que

aquelas frutas sem tratamento.
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Tabela 4.4. Andlise de variancia do efeito do tratamento com ozoénio 2 mg L™’

sobre a qualidade das uvas.

Graus de Estatistica

Liberdade F prvalor

AE
Tratamento com ozénio 1 1,2036 0,275897
Periodo de armazenamento 7 3,0761 0,006385*
Erro 80

Croma

Tratamento com ozénio 1 0,002 0,967162
Periodo de armazenamento 7 2,038 0,060246
Erro 80

SS
Tratamento com ozbénio 1 2,811 0,097505
Periodo de armazenamento 7 13,571 0,000000*
Erro 80

AT
Tratamento com oz6nio 1 40,329 0,000000*
Periodo de armazenamento 7 39,625 0,000000*
Erro 80

pH
Tratamento com ozénio 1 29,3 0,000001*
Periodo de armazenamento 7 30,8 0,000000*
Erro 80

Perda de
massa

Tratamento com ozénio 1 0,438 0,510125
Periodo de armazenamento 7 162,989 0,000000*
Erro 80

* = significativo p < 0,05; AE = variagao total de cor; AT = acidez titulavel; SS =

solidos soluveis.

71



Tabela 4.5. Andlise de variancia do efeito do tratamento com ozoénio 3 mg L™’

sobre a qualidade das uvas.

Graus de Estatistica

Liberdade F prvalor

AE
Tratamento com ozénio 1 0,55409 0,458833
Periodo de armazenamento 7 2,88348 0,009736*
Erro 80

Croma

Tratamento com ozénio 1 107,654 0,000000*
Periodo de armazenamento 7 0,767 0,616652
Erro 80

SS
Tratamento com ozbénio 1 94,87 0,000000*
Periodo de armazenamento 7 31,24 0,000000*
Erro 80

AT
Tratamento com oz6nio 1 68,803 0,000000*
Periodo de armazenamento 7 52,075 0,000000*
Erro 80

pH
Tratamento com ozénio 1 203,479 0,000000*
Periodo de armazenamento 7 53,145 0,000000*
Erro 80

Perda de
massa

Tratamento com ozénio 1 29,073 0,000001*
Periodo de armazenamento 7 223,860 0,000000*
Erro 80

* = significativo p < 0,05; AE = variagao total de cor; AT = acidez titulavel; SS =

solidos soluveis.
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Figura 4.4. Efeito dos tratamentos com ozbnio sobre a acidez total titulavel
(AT) de uvas durante 8 semanas de armazenamento. Letras iguais nédo diferem

entre si teste ANOVA com post-hoc teste de Tukey (p < 0,05).

No entanto, o tratamento com ozdénio na concentragdo de 3 mg L
alterou significativamente (p < 0,05) a maioria dos parametros avaliados. O

unico parametro que néo foi afetado foi a diferenga total de cor (Figura 4.5).

0 2 4 6 8 10

=@ controle =#=3 mg/L Periodo de armazenamento /semana
Figura 4.5. Efeito dos tratamentos com ozdbnio sobre a variagdo total de cor
(AE) de uvas durante 8 semanas de armazenamento. Letras iguais ndo diferem

entre si teste ANOVA com post-hoc teste de Tukey (p < 0,05).
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Varios estudos realizados apresentam aspectos favoraveis a exposi¢cao
de uvas ao ozbnio. Sarig et al. (1996) avaliaram a exposi¢cao de uvas ao ozénio
gasoso e demostraram que além do seu efeito de esterilizagdo, o ozbnio
também induz a resisténcia pds-colheita dos frutos.

Palou et al., (2002) mostraram em seus estudos que o mofo cinzento
pode ser completamente inibido de uvas armazenadas por 7 semanas a 5 °C,
se estas forem submetidas a um tratamento continuo com 0,3 uL L' de ozénio.
A resposta fisioldgica do fruto ao tratamento com esta baixa concentragdo de
ozébnio foi avaliada pela perda de massa, que nao foi estatisticamente diferente
do controle.

Gabler et al., (2010) fumigaram uvas com ozénio a 5000 yL L' durante
60 min. Esses autores observaram uma reducédo de aproximadamente 65% da
incidéncia do mofo cinzento nas uvas armazenadas durante 6 semanas a 0,5

°C ap06s a fumigagao. Porém, os autores ndo avaliaram a qualidade dos frutos.

4. Conclusao

A remocdo de clorotalonil das uvas é dependente da quantidade de
agrotoxico adsorvido pelo fruto. Quanto maior a quantidade de agrotéxico no
fruto maior a remogado pelo ozbnio borbulhado. Essa estratégia permitiu a
remocao de 60% do clorotalonil da casca e da polpa das uvas. Essa remogao
foi estatisticamente igual para as concentragdes de 2,0 e 3,0 mg L' de ozonio.

Entretanto, a qualidade dos frutos foi alterada em funcédo do tratamento
com ozonio. O tratamento com ozdnio na concentragdo de 3 mg L' alterou
significativamente (p < 0,05) a maioria dos paradmetros avaliados. Ja o
tratamento das uvas com ozénio a 2 mg L' ndo alterou significativamente, em
relagdo ao grupo controle, os parametros de qualidade sélidos soluveis, perda
de massa, intensidade da cor e diferenca total de cor. Entretanto, este
tratamento afetou significativamente (p < 0,05) a acidez titulavel e
consequentemente o pH das uvas. O tratamento com 2 mg L' de ozénio
impediu o aumento da acidez durante o periodo de armazenamento, mantendo

a qualidade do fruto por mais tempo.
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CONCLUSOES GERAIS

A presenca de residuos de agrotdéxicos em alimentos vem sendo
constatada ha varios anos pela ANVISA, através do Programa de Analise de
Residuos de Agrotoxicos (PARA). A grande preocupagdo com a presencga
desses compostos em alimentos levou os pesquisadores a investigarem sobre
o comportamento desses nos produtos agricolas pré e poés-colheita. Esses
estudos abrangem monitoramento, dissipacao e estratégias de remogao.

Neste trabalho foi investigada a dissipagdo do difenoconazol em
morangos apos multiplas aplicagbes e a remogao de agrotéxicos de frutas
(morango e uva) empregando o ozdnio como estratégia de remogéao.

Foi observado que, embora haja a dissipacédo do difenoconazol apds
multiplas aplicagbes do produto comercial nas amostras de morango, ocorre
também um aumento gradativo da concentragéo residual desse principio ativo.

Duas estratégias para remogao de fungicidas em frutas foram avaliadas.
Uma, envolvendo o tratamento de frutas por fumigagcdo com ozbnio em
diferentes concentragdes e outra, por imersao dos frutos em agua ozonizada.

A fumigacdo de morangos com diferentes concentragbes de ozbnio
levou a alta remogédo do fungicida difenoconazol, mantendo a qualidade dos
frutos por mais tempo.

A imersdo das uvas em agua borbulhada com ozénio levou a remogao
significativa de clorotalonil da casca e da polpa das uvas. Observou-se que a
concentracdo mais baixa de ozdnio manteve por mais tempo a qualidade de
uvas armazenadas.

Novos estudos estdo sendo desenvolvidos para avaliar a estabilidade do
ozbénio em diferentes valores de pH e temperatura, visando aumentar a meia
vida desse em agua e, consequentemente, sua eficiéncia na remogao de
residuos de agrotdxicos e tempo de aplicagéo. Esta sendo avaliado também o
uso de agua ozonizada, para remogao de outros agrotéxicos em batata e

alface.
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