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RESUMO

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

Este estudo teve como objetivos gerais: 1) Validar métodos analiticos e
determinar os niveis de ditiocarbamatos e outros pesticidas em frutos e folhas de
maracuja (Passiflora edulis) produzido em diferentes regibes do Brasil, polpa de
maracuja e farinha; 2) Estimar fatores de processamento (FP) para lavagem e secagem
da folha e casca de maracuja e 3) Estimar a ingestao diaria e o risco da exposicdo da
populacdo brasileira aos pesticidas pelo consumo de polpa de maracuja e farinha. No
total, 55 amostras de maracuja e 53 amostras de folhas foram coletadas de produtores
nos estados da Bahia, Minas Gerais e Goids, e no Distrito Federal. Amostras de polpa
congelada (n=30) e farinha de maracuja (n=12) foram obtidas do comércio local. O
método espectrofotométrico para determinagdo de ditiocarbamatos foi validado com
LOQ de 0,05 mg kg™ CS,. Cerca de 25% das amostras de cascas do fruto foram
positivas (0,06 a 1,4 mg kg™ CS,) e apenas uma apresentou residuos na polpa (0,09 mg
kg™ CS,). 43,4% das folhas continham residuos. O método multirresiduos validado
para o fruto, folha e farinha foi 0 QUEChERS modificado, com extracdo com acetato
de etila acidificado, particdo com sais, clean-up em fase soélida dispersiva, e
determinacéo de 80 pesticidas por LC-MS/MS e GC-MS/MS, com LOQ de 5 ou 10 pg
kg?. Dezenove analitos foram detectados nas amostras analisadas, principalmente
imidacloprido, carbendazim e metamidofés (até 0,10 mg kg™). Cerca de 60% das
cascas foram positivas para pelo menos um analito, e 40% das polpas desses frutos
continham residuos. Cerca de 60% das polpas comerciais e 30% das farinhas
analisadas foram positivas para pelo menos um pesticida. O mesmo método foi
validado para analise de 49 analitos nas folhas por LC-MS/MS (LOQ=5 pg kg™);
60,4% das amostras foram positivas, principalmente para carbendazim, difenoconazol
e tebuconazol (até 12 mg kg™). Os resultados apontam que boas praticas agricolas ndo
tém sido aplicadas pelos produtores, que utilizaram pesticidas ndo autorizadas para a
cultura do maracuja. No geral, a lavagem reduz os niveis dos analitos detectados (até
90% para ditiocarbamatos) e a secagem aumenta esses niveis (até 9,3 vezes para
tebuconazol em folha seca). O consumo de polpa e farinha de maracuja contendo
pesticidas ndo indicou um risco a salde dos consumidores brasileiros.

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



ABSTRACT

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

This study aimed at: 1) to validate analytical methods and to analyze the levels
of dithiocarbamates and other pesticides in passion fruit (Passiflora edulis) and leaves
collected from Brazilian growers, frozen pulp and passion fruit flour; to estimate
processing factors for washing and drying of passion fruit leaves and peel; and 3) to
estimate the potential risks from the consumption of passion fruit commercial pulp and
flour. In total, 55 samples of passion fruit and 53 samples of leaves were collected
from growers in the states of Bahia, Minas Gerais and Goiés, and in the Federal
District. Samples of frozen pulp (n-30) and flour (n=12) were obtained from the local
market. The spectrophotometric method for the determination of ditiocarbamates was
validated at a LOQ of 0,05 mg kg™ CS,. About 25% of the peel samples were positives
(0.06 to 1.4 mg kg™ CS,) and only one pulp sample contained residues (0.09 mg kg™
CS,); 43.4 % of the leaf samples contained residues. A multiresidue QUEChERS
method was validated for 80 pesticides by LC-MS/MS and GC-MS/MS, which included
extraction with ethyl acetate, partition with salts and clean-up with dispersive solid
phase. LOQ were 5 or 10 pg kg™. Nineteen analytes were detected in the fruit
samples, mainly imidacloprid, carbendazim and methamidophos (up to 0.10 mg kg™).
Residues were detected in 60% of the peel samples and 40% of these fruits contained
residues. About 60% of the commercial frozen pulps and 30% of the flour also
contained residues. The same method was validated for the determination of 49
analytes in passion fruit leaves by LC-MS/MS at a LOQ of 5 pg kg™; 60.4% of the
samples contained residues, mainly carbendazim, difenoconazole and tebuconazole
(up to 12 mg kg™). The results indicated that the growers are not applying good
agricultural practices and most pesticides detected are not registered to be used in
passion fruit in Brazil. In general, washing the fruits and the leaves decrease residues
levels (up to 90% for dithiocarbamates) and drying increases considerably the
pesticide residues (up to 9.3 times for tebuconazole in dried leaves). The consumption
of passion frozen pulp and flour containing pesticides does not represent a health risk
to consumers.

Keywords: pesticides; passion fruit; leaves; flour ; LC-MS/MS ; GC-MS/MS
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I. INTRODUCAO
O Brasil é o maior produtor e consumidor mundial de maracuja, e 0 maracuja-

amarelo (Passiflora edulis) é responsavel por 98% dos cultivos (Bernacci et al., 2008).
A polpa do maracuja € destinada & producdo de suco, o principal produto industrial, e
as folhas s&o utilizadas para fins medicinais como droga vegetal, seja pela industria
farmacéutica na producdo de fitoterapicos ou em lojas de produtos naturais com
produtos para preparo de chas. Além disso, o uso diversificado das partes do fruto,
como alimento funcional tem sido amplamente estudado apresentando resultados
positivos e benéficos a salde, gerando interesse em fabricar outros produtos a base de
maracuja, incluindo novas formulacdes, utilizando além da polpa, as cascas e as
sementes do fruto (Embrapa Cerrados).

A cultura do maracujé requer cuidados ao longo da producdo, € o uso de
pesticidas é largamente utilizado para o controle e prevencdo de pragas e doencgas que
ocorrem no campo. Porém, quando utilizados de forma inadequada, estes produtos
podem deixar residuos em niveis altos nos frutos, acima do LMR estabelecido para
maracuja e, principalmente, nas folhas, ja que a aplicacdo da maioria dos compostos
com uso permitido nesta cultura é foliar (ANVISA, 2021).

A determinacdo de residuos de pesticidas multiclasses deve considerar as
baixas concentra¢fes dos analitos presentes, as propriedades quimicas distintas e a
complexidade das matrizes, havendo uma necessidade de etapa prévia no preparo de
amostra. Devido aos baixos niveis de concentracdo, os interferentes presentes na
matriz sdo problemas frequentes que devem ser considerados e para isso curvas de
calibracdo em matriz s&o utilizadas (Prestes et al., 2009).

Os fungicidas ditiocarbamatos sdo insoltveis ou pouco sollveis nos solventes
organicos normalmente utilizados nos métodos multirresiduos, sendo necesséria a
utilizacdo de método especifico para sua determinacdo. O método mais utilizado no
Brasil e no mundo se baseia na mensuracdo de dissulfeto de carbono (CS,), que é
formado pela degradacdo &cida de todos ditiocarbamatos. Como esses compostos
permanecem na superficie dos alimentos, as amostras devem ser processadas
congeladas, para preservar e garantir a integridade dos residuos presentes na
superficie, uma etapa crucial na determinacdo desse tipo de composto (Jardim et al.,
2014).
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Dados de residuos de pesticidas em maracuja e seus produtos sdo inexistentes
no Brasil e escassos no mundo. Esses dados sdo importantes para identificar se os
niveis de residuos estdo dentro daqueles previstos na legislacdo para as substancias
autorizadas no Pais, como também para identificar a aplicacdo de substancias
proibidas e/ou com uso ndo permitido nessa cultura. Adicionalmente, esses dados séo
essenciais para se avaliar a seguranca do consumo da fruta e seus produtos, e das
folhas utilizadas como droga vegetal e no preparo de cha.

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

polpa congelada e farinha de maracuj4, e avaliar a seguranca para fins alimenticio.
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Il. REVISAO DE LITERATURA

1. Maracuja: Passiflora edulis Sims

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

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

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

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

A maior exploracdo comercial da P. edulis Sims é devido ao elevado
rendimento industrial (Meletti e Brickner, 2001; Vianna-Silva et al., 2008) e
desconhecimento das demais espécies comestiveis por parte dos consumidores (Jesus
et al., 2018). A producdo de maracuja-amarelo no Brasil em 2019 foi cerca de 593 mil
toneladas, com valor de producéo estimado em mais de 1 bilhdo de reais, obtida em
uma area aproximada de 42 mil hectares (IBGE, 2021). A regido Nordeste é
responsavel por mais da metade da producdo nacional (64,5%), sendo o Estado da
Bahia, o maior produtor, responsavel por 28% da producdo nacional, seguido do
Ceard, com 24,5%. A segunda regido de maior producdo é a Sudeste (15,1%), seguida
das regides Sul (11,3%), com maior produtividade média (20,5 t/ha), Norte (6,7%) e
Centro-oeste (2,4%), esta Ultima obtendo a segunda maior produtividade (19 t/ha)
(IBGE, 2019).

Segundo estimativas do Tropical Fruit Compendium, a produgdo mundial de
maracujd € de aproximadamente 900 mil toneladas e a brasileira proxima de 60%
deste valor (FAO, 2011). Apesar da elevada producéo, a exportacdo brasileira de

maracuja ainda é incipiente. O volume de fruta fresca e suco exportado pelo Brasil sdo
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pequenos quando comparado com o de outras frutas (Faleiro, 2018), e 0 mercado
interno absorve quase a totalidade da producdo (Meletti, 2011).

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

A polpa representa aproximadamente 33% do peso total do fruto, da qual se
produz o suco, que apresenta alto teor de vitaminas, minerais e acido ascorbico
(Medina et al. 2017), e também serve de ingrediente na formulagdo de produtos, como
bolo, iogurte, sorvete e sobremesa. Durante o processamento industrial da polpa, 0s
frutos sdo lavados, e cortados para a extracdo da polpa e das sementes, que sao
separadas por meio de uma despolpadeira, que forca o fruto desintegrado a passar
através de peneiras, promovendo 0 seu esmagamento e posterior refinamento
(Embrapa, 2016) (Figura 2).

1.1 Maracuja e subprodutos: uso como alimento funcional

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

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

polpa.

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

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

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

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

Ramos et al. (2007) demonstraram em humanos que a farinha de maracuja foi
capaz de reduzir os niveis de colesterol total e colesterol transportado por LDL (low
density lipoprotein), sem alterar os valores do colesterol transportado por HDL.
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Estudos clinicos conduzidos com voluntarios saudaveis com suplementacéo de farinha
da casca de P. edulis na dieta indicaram reducdo da glicemia (5%), e de colesterol
total, LDL e triglicerideos totais (15 a 19%) (Medeiros et al., 2009).

O ¢6leo da semente de maracuja € rico em compostos emolientes e atuam na
reposicdo e restauracdo das fracOes lipidicas da pele, sendo encontrado em
formulacbGes de cremes hidratantes para aumento da sedosidade da pele (Pereira,
2011). Alem disso, as sementes sdo potenciais fontes de fibras insollveis e mostraram

ter acdo no controle da glicose (Chau e Huang, 2004).

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

O Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos do Ministério da
Saude incluiu 71 plantas na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do
SUS (Renisus), das quais trés séo espécies de Passiflora spp. (P. alata, P. incarnata e
P. edulis) (Ministério da Saude, 2009). Estas espécies constam também no Formuléario
de Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira, 12 edi¢do (BRASIL, 2011). A Passiflora
edulis Sims encontra-se na Lista de produtos tradicionais fitoterapicos de registro
simplificado, como ansiolitico leve, com recomendacdo de uso do extrato das partes
aéreas da planta, na dose de 30 a 120 mg de flavonoides totais expressos em vitexina
por via oral (ANVISA, 2014).
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A RDC n° 26 de 13 de maio de 2014 (BRASIL, 2014) regulamenta o registro
de Medicamentos Fitoterapicos (MF) e o registro e a notificacdo de Produtos
Tradicionais Fitoterapicos (PTF) (BRASIL, 2014). Além disso, a RDC n° 26/2014
incluiu a necessidade de apresentacdo de resultados de analises de residuos de
pesticidas nesses medicamentos, estipulando um prazo de dois anos para que as
empresas apresentassem o0s resultados dessas analises (BRASIL, 2014). O prazo
previsto nesta foi prorrogado pela RDC n° 235/2018, que estipulou que todas as
empresas fabricantes de fitoterapicos deveriam apresentar a ANVISA, até 25 de junho
de 2019, testes de analise de residuos de agrotoxicos para todos os medicamentos
registrados no pais.

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

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

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

As variedades de Passiflora edulis mais conhecidas sdo P. edulis ‘edulis’
(maracuja-roxo) e P. edulis ‘flavicarpa’ (maracuja-amarelo) se diferenciam
principalmente pela coloragdo da casca, mas atualmente padroniza-se como P. edulis

Sims, sem distingdo para a tonalidade da casca para todo fruto de maracuja-azedo
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(Bernacci et al., 2008). Um estudo recente indicou diferengas nos perfis
cromatograficos (HPLC-DAD) de extratos de folhas de dez espécies do género
Passiflora e duas variedades de P. edulis, inclusive dentro de uma mesma espécie
(Wosch et al., 2017). Li et al. (2011) também evidenciaram diferencas significativas
no perfil cromatogréafico de seis compostos majoritarios em extratos etandlicos das
folhas de P. edulis ‘flavicarpa’ e P. edulis ‘edulis’. Os seis principais compostos
flavonoides isolados das folhas de P. edulis ‘flavicarpa’, lucenina-2, vicenina-2,
isoorientina, isovitexina, luteolina-6-C-chinovosida e luteolina-6-C-fucosideo, néo
foram detectados nas folhas de P. edulis ‘edulis' (Li et al., 2011). Os autores inferiram
que a parte aérea de P. edulis ‘flavicarpa’ apresenta potencial terapéutico em
distdrbios do SNC, e a acdo ansiolitica e sedativa descrita por Deng et al. (2010) foi
confirmada (Li et al., 2011).

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

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

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

partir das trés espécies para uso medicinal: P. edulis, P. incarnata e P. alata.
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Figura 3. Medicamentos fitoterapicos que utilizam partes de Passiflora sp. O produto
Florien é uma droga vegetal. Ndo foram analisadas amostras comerciais de
fitoterapicos neste trabalho.

A cultura do maracuja, assim como de outras frutas tropicais, requer cuidados
ao longo da producéo, devido a incidéncia de doengas causadas por fungos e bactérias,
além do ataque de insetos. Entre as doencas que acometem 0 maracujazeiro estdo a
Fusariose, causada pelo patdgeno Fusarium oxysporum f. passiflorae, a podriddo do
pé, causada por fungos do género Phytophthora e a Antracnose causada pelo fungo
Colletotrichum gloeosporioides Penz, que ocorre em quase todos os cultivos de
maracuja do Brasil (EMBRAPA, 2000).

O controle dessas doencas e outras pragas do maracujazeiro normalmente
demandam medidas fitossanitarias, incluindo o uso de pesticidas. Um aplicativo
gratuito denominado AgroPragas Maracuja foi desenvolvido pela Embrapa e pela
Universidade do Recéncavo da Bahia (UFRB) em 2019, como forma de auxiliar os
produtores na identificacdo adequada e controle das principais doencas e pragas do
maracujazeiro (Embrapa, 2019). O aplicativo se baseia em informacgdes contidas
no Guia de ldentificacdo e Controle de Pragas do Maracujazeiro, publicado pela
Embrapa em 2017. Como a Embrapa ndo indica agrotdxicos, para cada doenca ou
praga identificada pelo aplicativo, um link direciona o usuario para o Sistema de
Agrotoxicos e Fitossanitarios (Agrofit) registrados no Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) (Embrapa, 2019). Ainda assim, a falta de
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informac&o por parte dos produtores e o0 uso de préaticas inadequadas no campo podem
ocorrer durante o cultivo do maracuja.

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

necessaria para garantir seguranca do consumo destes produtos.

2. Pesticidas
Os pesticidas, ou agrotoxicos, no Brasil séo regidos pela Lei n® 7.802 de 11 de
julho de 1989, regulamentada pelo Decreto n® 4.074 de 4 de janeiro de 2002, que
estabelece em seu Artigo 1° as defini¢des para agrotdxicos e afins, residuo de pesticida
e limite maximo de residuo (LMR), respectivamente como
Art. 1°
[...]
IV - sdo produtos e agentes de processos fisicos,
quimicos ou biologicos, destinados ao uso nos setores
de producdo, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de
florestas, nativas ou plantadas, e de outros
ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢ao
da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acao
danosa de seres vivos considerados nocivos, bem
como as substancias e produtos empregados como
desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores
de crescimento (Brasil, 2002).
[...]
XLIV- substancia ou mistura de substancias
remanescente ou existente em alimentos ou no meio
ambiente decorrente do uso ou da presenca de
agrotoxicos e afins, inclusive, quaisquer derivados
especificos, tais como produtos de conversdo e de
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degradacdo, metabolitos, produtos de reagdo e
impurezas, consideradas toxicologica e
ambientalmente importantes (Brasil, 2002).

[.]

XXIl - LMR é a quantidade méxima de residuo de
agrotoxico ou afim oficialmente aceita no alimento,
em decorréncia da aplicacdo adequada numa fase
especifica, desde sua producdo até o consumo,
expressa em partes (em peso) do agrotoxico e afim ou
seus residuos por milhdo de partes de alimento (em
peso) (ppm ou mg/kg) (Brasil, 2002).

O registro de pesticidas no Brasil é realizado mediante avaliagdo de trés esferas
governamentais: Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA),
Ministério do Meio Ambiente, por meio do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), e o Ministério da Saude (MS), através
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Cabe ao IBAMA avaliar os
impactos do pesticida no meio ambiente e em outros organismos vivos, ao MAPA
avaliar a eficiéncia agrondmica do produto no campo, e a ANVISA fazer a
classificacdo toxicolégica dos produtos formulados, estabelecer o LMR, a Ingestao
Diaria Aceitavel (IDA) e realizar estudos de avaliacao de risco ocupacional e na dieta
(Brasil, 2002). No total, 494 ingredientes ativos de pesticidas estavam registrados no
Brasil em marco de 2021, incluindo feroménios e produtos biologicos, que néo
possuem LMR (ANVISA, 2021).

Os pesticidas sdo substancias que podem oferecer risco para o homem,
dependendo da toxicidade, da dose e do tempo de exposi¢do (Castro e Confalonieri,
2005), podendo causar efeitos adversos ao sistema nervoso central e periférico, ter
acdo imunodepressora, entre outros efeitos (Casida e Durkin, 2013). Alimentos
contendo residuos de pesticidas abaixo do LMR ndo representam risco a salde
humana, porem, deficiéncias na aplicacdo das boas praticas agricolas (BPA), com o
desrespeito as instrucdes de uso descritas na bula do fabricante, podem gerar residuos
acima do LMR, o que pode causar um risco a saide humana pelo consumo de
alimentos tratados com esses compostos (Jardim e Caldas, 2012).
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Existem dois programas nacionais para monitoramento de pesticidas em
produtos de origem vegetal no Brasil: o Programa de Andlise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA), de responsabilidade da ANVISA, e o Plano
Nacional de Controle de Residuos de Contaminantes em produtos de origem vegetal
(PNCRC/Vegetal), sob responsabilidade do MAPA. Ambos apresentam como
objetivos principais monitorar o cumprimento da legislagcdo quanto ao uso adequado
do pesticida, tanto no que se refere aos niveis de residuos estarem dentro do LMR,
como também se o ingrediente ativo utilizado é devidamente registrado no pais e se foi
aplicado nas culturas para as quais € indicado (ANVISA, 2018; MAPA, 2017).

Entre as classes de compostos mais toxicos com uso autorizado na agricultura e
com maior incidéncia nos alimentos no Brasil encontram-se 0s inseticidas com acao
neurotdxica, os organofosforados e carbamatos. Os ditiocarbamatos sdo os fungicidas
mais utilizados no Brasil, e seus residuos foram os mais detectados em amostras de
alimentos analisadas pelos programas de monitoramento (Jardim e Caldas, 2012;
ANVISA, 2019b). Os agrotdxicos mais detectados nas 4616 amostras de 14 alimentos
analisadas pelo PARA durante o ciclo 2017/2018 foram imidacloprido, tebuconazol,
carbendazim, piraclostrobina, ditiocarbamatos, difenoconazol e acefato (ANVISA,

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

2.1 Toxicidade dos pesticidas

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

Os inseticidas piretroides também sdo muito utilizados na agricultura, e o
mecanismo de acdo nos insetos e mamiferos pode ser similar, inclusive 0 homem, esta
relacionado com o bloqueio dos canais de sddio, calcio e cloreto (Soderlund et al.,
2012). Esses compostos se ligam aos receptores dos canais de sodio e diminuem sua
taxa de inativagdo aumentando o influxo de fons Na* no neurdnio (Shafer et al., 2005),
podendo prejudicar a atividade motora de mamiferos (EPA, 2011).
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Outra importante classe de pesticidas amplamente utilizada s&o os fungicidas
triazois. Este grupo corresponde a uma das maiores classes de fungicidas do mercado
mundial, com 11 compostos registrados no Brasil (ANVISA, 2021). Sua acéo
fungicida é desempenhada pela inibicdo direta da enzima lanosterol 14-alfa-
desmetilase (CYP51), responsavel por uma das etapas de biossintese do ergosterol,
derivado do colesterol, cuja auséncia prejudica a fluidez e integridade das células dos
fungos (Zarn et al., 2003). Nos mamiferos, a enzima esterol 14-alfa-desmetilase é
expressa em diferentes tecidos, dai a preocupacdo com os efeitos adversos desses
compostos. Em animais de laboratorio, os fungicidas triazis sdo hepatotdxicos apds
exposicao crbnica (EFSA, 2009), podendo também induz varia¢bes esqueléticas no
feto exposto, e alguns podem causar malformacdo cranio facial (Zarn et al., 2003;
JMPR, 2007; EFSA, 2009).

Outro fungicida amplamente utilizado na agricultura é o tiofanato-metilico, um
fungicida de amplo espectro que possui atividade sistémica de inibi¢do da formacéao de
microtubulos mitéticos durante a mitose, afetando o crescimento e a divisdo dos
esporos (USEPA, 2014; PMRA, 2019). Este fungicida degrada-se rapidamente
transformando-se em carbendazim, seu principal metab6lito também em mamiferos, e
também um fungicida (USEPA, 2014; EFSA, 2018). Apresenta baixa toxicidade
aguda por via oral ou dérmica (USEPA, 2014; EFSA, 2018). Os principais 6rgaos-alvo
apos curta e longa exposicdo sdo os rins (ratos), o figado (camundongos e ratos) e a
tireoide (ratos e caes), sendo que nestes dois Ultimos 6rgdos foram identificadas lesdes
pré-neoplasicas e neoplasicas (EFSA, 2018). O carbendazim, ndo registrado para o
maracuj, foi o ingrediente ativo mais detectado no Programa de Anélise de Residuos
em Alimentos (PARA) entre 2013 e 2015, sendo caracterizado risco agudo para o
consumo de alimentos monitorados, e ficou entre os mais detectados entre 2017 e
2018 (ANVISA, 2019b). No Brasil, o tiofanato-metilico possui autorizagdo de uso
agricola para aplicacdo foliar em 60 tipos de culturas, incluindo o maracuja e foi
colocado em reavaliagdo devido a preocupagdo em relagdo aos aspectos toxicolégicos,
principalmente desregulacdo enddcrina e toxicidade para o desenvolvimento.

Os inseticidas neonicotindides sdo agonistas de receptores acetilcolina
nicotinicos (NAChRSs). Nos insetos, eles se ligam fortemente com estes receptores do
sistema nervoso central, que em baixas concentragdes causam estimulagdo nervosa, e

em altas concentragdes, bloqueio do receptor, paralisia e morte (Jeschke et al., 2011).
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Apresentam diferentes estruturas quimicas e podem ser classificados em trés grupos:
os N-nitroguanidinas (imidacloprido, tiametoxam, clotianidina e dinotefuran), os
nitrometilenos (nitenpiram) e N-cianoamidinas (acetamiprida e tiacloprid) (Nauen et
al., 2001). Imidacloprido esta entre os inseticidas mais detectados em amostras de
alimentos analisadas pelo PARA (ANVISA, 2019b). Um escopo de 80 pesticidas
foram investigados neste estudo (Anexo 1).

No Brasil, 30 pesticidas tem registro para a cultura do maracuja. A Figura 4
apresenta a férmula estrutural e 0 LMR de 13 pesticidas com registro de uso para
cultura do maracuja, incluindo o piretroides lambda cialotrina, os triazois difeconazol
e tebuconazol e o neonicotinoide imidacloprido.

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

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

O Brasil permite o uso de cinco ditiocarbamatos para 53 culturas de alimentos,
sendo eles, o mancozebe, metam-sddico, metiram, propinebe e tiram (ANVISA,
2021). O metiram e 0 mancozebe sdo 0s Unicos com uso permitido no cultivo do
maracuja, com aplicacdo foliar e intervalo de seguranca de sete dias. O LMR é
definido como ditiocarbamatos, em mg kg’ CS,. A Figura 5 apresenta a férmula
molecular dos ditiocarbamatos registrados no Brasil, dos quais mancozebe e metiram

sdo permitidos para o maracuja (ANVISA, 2021)
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Figura 4. Pesticidas com uso permitido para cultura do maracuja. LMR = limite
méaximo de residuo (ANVISA, 2021)
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Figura 5. Estrutura quimica dos ditiocarbamatos registrados no Brasil. * Uso
permitido na cultura do maracuja com LMR = 1,0 mg kg * CS,.
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A grande preocupacdo para a populagdo que consome alimentos tratados com
ditiocarbamatos esta nos produtos de degradacdo dos etilenobisditiocarbamatos
(EBDC), como mancozebe e metiram e do propinebe (etilenotiouréia e
propilenotiouréia, respectivamente), que mostraram ser carcinogénicos em estudos

com animais de laborat6rio (Doerge e Takazawa, 1990).

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

3.1 Métodos multirresiduos

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

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

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

MgSQ,), seguida de limpeza ou purificagdo, por meio de extracdo em fase sélida
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dispersiva (Dispersive Solid Phase Extraction, d-SPE) com amina priméria secundaria
(PSA). Para amostras que contém clorofila e carotenoides, adiciona-se GCB
(Grafitized Carbon Black) na etapa de limpeza.

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

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

Como forma de melhorar a versatilidade e eficacia do método QUEChERS,
varias modificacdes foram desenvolvidas (Lehotay et al. 2010), as quais tém sido
utilizadas com sucesso para a extragdo de pesticidas em varios tipos de alimentos,
especialmente em frutas e vegetais (HuSkova et al., 2009; Lesueur et al., 2008;
Nguyen et al., 2008; Chen et al., 2011). Lehotay et al. (2005a), validaram um
procedimento analitico para 229 pesticidas em amostras de frutas e vegetais utilizando
GC-MS e LC-MS/MS, com resultados satisfatorios para a maioria dos analitos, exceto
para alguns com instabilidade devido ao pH. Esse problema foi resolvido com a adicéo
de solucéo de acido acético ou férmico (0,1%) (Lehotay et al., 2005a; Lehotay et al.,
2005b). Alteracdes relacionadas ao solvente organico também foram introduzidas,
com uso de metanol e acetato de etila, este ultimo mais adequado na deteccdo em GC
(Lozowicka, Rutkowska & Jankowska, 2017; Collimore & Bent, 2020), e LC (Lopes
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et al., 2012a; Lopes et al., 2012b; Narenderan et al., 2019). As vantagens do uso de
acetato de etila como solvente extrator é devido & sua capacidade para extrair
pesticidas de diferentes classes em diversos tipos de amostras (Prestes et al., 2009).
Porém, quando comparado com acetonitrila, os percentuais de recuperacdo para alguns
pesticidas como acefato, metamidofoés, dimetoato, ometoato e tiabendazol séo baixos e
0s extratos obtidos menos limpos (Lehotay et al., 2010). Os baixos percentuais de
recuperagdo para pesticidas com carater basico (pKa > 4) sdo devido a problemas de
degradacdo, sendo necesséria a adicdo de hidroxido de sodio para um aumento destes
percentuais (Pihlstrom et al., 2007). Diferentes métodos desenvolvidos para
determinacdo de pesticidas multiclasses em frutas sdo mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Métodos para determinacdo de pesticidas multiclasses em frutas.

Matriz Local Analitos (n°) Instrumento/ LOQ Ref.
Método
Maracuja e Brasil Organofosforados e GC-ECD e GC-MS/ 7-14ugL™ Doéreae
castanha de caju Permetrina (6) MSPD: 0,5 g de florisil foram adicionadas a 1g de amostra. A Lancas (1999)
mistura foi introduzida em cartucho contendo (3 g de CH;COONa
e 0,5 g de silica-gel), eluido com 40 mL de acetato de etila. O
eluato foi concentrado para 2 mL.

Suco de Tailandia Piretréides (6) HPLC-UV/ 5-10ugL ™ | Boonchiangm

maracujé e DLLME: 5 mL de amostra filtrada de suco foi adicionada a mistura aetal. (2012)

outras frutas de 1,25 mL de metanol (solvente de dispersdo) e 0,3 mL de

cloroférmio (solvente de extragdo).
Banana Brasil Pesticidas multiclasses UHPLC-MS/MS / 10-25pug kg = | Carneiro et al.
(128) QUEChERS ! (2013)
-Extragdo: Amostra (10 g), ACN (10 mL) (1% &cido acético),
MgSQ;, (4 g) e CH;COONa (1 g);
- Clean-up: d-SPE: Testes com MgSO;, (1,5 g).

Caqui, cajq, Brasil Pesticidas multiclasses GC- UECD, GC-FPD e LC-MS/MS / 1-8ugkg™ Jardim et al.
goiaba e (46) QUEChERS acetato modificado (2014)
péssego -Extracdo: Amostra (15 g), acetato de etila (15 mL) (1% &cido

acético), MgSO, (6 g) e CH;COONa (5 g);
- Clean-up: d-SPE: MgSQO, (900 mg) e PSA (300 mg).
Maca, pera e Brasil Pesticidas multiclasses LC-QTOF MS/ 10-40 pg kg " | Munaretto et
uva (152) QUEChERS acetato modificado ! al. (2016)
Tamarindo Brasil Organoclorados (14) GC-ECD e GC-MS/MS / Fruto: 15-49 Paz et al.
- Extracdo: QUEChERS (kits 1 e 2, respectivamente): (6 e 4 g de ug kg (2015)
MgSO,, 1,5e 1 gde NaCl, 0,75e 0,5 g de Na,HCit 1.5H,O e 1.5e | Casca: 27-98
1 g de NagCit 2H,0; ug kg
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Matriz

Local

Analitos (n°)

Instrumento/
Método

LOQ

Ref.

- Clean-up: MgSQO;, (150 mg), PSA (50 mg), C;s (50 mg) e GCB
(50 mg)

Polpa: 7-27 ug
kg *

Geleia de frutas

Brasil

107 pesticidas
multiclasses

LC-MS/MS /- Extracdo:
QUEChERS modificado: ACN (10 mL), MgSO;, (4 g), NaCl (1 g),
Na3Cit 2H,0 (1 g) e and Na,HCit 1.5H,0 (0.5 g).
- Clean-up: MgSO, (750 mg), PSA (125 mg) e Cy5 (125 mg).

9-45 ng kg ™

Reichert et al.
(2015)

Folhas de
hortela fresca

Pesticidas multiclasses
(46)

GC/ECD/NPD
QUEChERS modificado: ACN (10 mL), H,O (10mL), MgSO, (4
g), NaCl (1 g), NasCit 2H,0 (1 g) e and Na,HCit 1.5H,0 (0.5 g).
- Clean-up: MgSO, (900 mg), PSA (150 mg) e GCB (45 mg).

4-10pgkg ™

Slowik-
Borowiec
(2015)

Uva

Brasil

Pesticidas multiclasses
(20) e cafeina

GC-MS
- Extracéo:

QUEChERS Original: ACN (10 mL), MgSO, (4 g), NaCl (1 g);
QUEChERS acetato modificado: ACN (10 mL) (1% &c. acético),
MgSO, (4 g) e CH;COONa (1 g);

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

20-40 pg kg *

Volpatto et al.
(2016)

Coco

Brasil

Pesticidas multiclasses
(10)

LC-MS/MS/
- Extracéo:
QUEChERS acetato modificado:
Amostra (10 g ou 10 mL), 10 mL de ACN (1% &cido acético),
MgSQO, (4 g), CH;COONa (1.7 g).
- Clean-up: MgSO, (600 mg), C1s (500 mg) e PSA (100 mg).

10ugkg ™

Ferreira et al.
(2016)

Golden berry
(Physalis
peruviana L.)

Brasil

Pesticidas multiclasses
(42)

UHPLC-MS/MS/
Extracdo: 3 versdes de QUEChERS
- Original: Amostra (5 g), ACN (5 mL), MgSO, (2 g) e NaCl (0,5
a);
- Acetato: ACN, 1% éacido acético (5 mL), MgSO,(2 g)e
CH3;COONa (0,5 g9);

5ugkg

Mufoz et al.
(2017)

38




Matriz

Local

Analitos (n°) Instrumento/ LOQ Ref.
Método
- Citrato: ACN (5 mL), MgS0O, (2 g) e NaCl (0,5 g); C¢HsNazO,
2H20 (0,5 g) e and C6H5Na207.l.5H20 (025 g)
Folhas e frutos Uruguai | Pesticidas multiclasses GC-LC-MS/MS / Folhas = 10 ug | Machado et al.
de alcachofra (98) Extracdo: 3 métodos testados kg " (2017)
- QUEChERS modificado: Amostra (2 g); H,O (4mL, 30 min. de
hidratacdo); ACN (10 mL), MgSQ, (4 g), NaCl (1 g); CeHsNazO; | Frutos =10 ug
2H,0 (1 g) e and C¢HgNa,0O,.1.5H,0 (0,5 g). Clean-up: CaCl, kg *
(150 mg) e PSA (150 mg);
- Acetato de etila: Amostra (2 g); H,O (4 mL, 30 min. de
hidratacdo), AcOEt (10 mL), MgSO, (4 g) e NaCl (1 g); Clean-up:
MgSO, (200 mg) GCB (200 mg) e PSA (150 mg);
- MSPD: Adsorventes usados no clean up: GCB (0,4 g), Florisil
(3,6 9); Na2SO4 (4 g); Solvente de eluicdo (Hex/EtOAC, 4:6);
Pera Brasil Pesticidas multiclasses UHPLC-MS/MS / 2,5-10 pg kg * | Kemmerich et
(170) - Extracéo: al. (2018)
QUEChERS acetato modificado: amostra (10 g), ACN, 1% é&cido
acético (10 mL), MgSO, (4 g) e CH;COONa (1,7 g);
- Clean-up: Sem
- Diluicdo: 1:9 em agua ultrapura
Péssego, uva, Turquia Pesticidas multiclasses GC-MS/ 0,7-1pugL 1 Farajzadeh et
damasco e (5) Combinagdo de QUEChERS-MSPE- DLLME e nanoparticulas al. (2019)
tomate magnéticas de Fe;O,
Néctares de uva,
cereja e péssego
Mirtilo, Chile Imidacloprido, UHPLC-Orbitrap/MS / 6-96 ug kg * | Concha-meyer
framboesa e Abamectina, Meétodo oficial AOAC e Kit QUEChERS et al. (2019)
morangos Clorpirifés, Spinosad,
congelados I-cialotrina e iprodiona
(6)
Maca, péssego, Brasil Pesticidas multiclasses UHPLC-MS/MS / 10 ug kg * Kemmerich et
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Matriz

Local

Analitos (n°)

Instrumento/
Método

LOQ

Ref.

pera e ameixa

(133)

BiT-MSPD: Pesagem de 0,5 g de amostra em tubo de 50 mL,
adicdo de 1 g de C18 e 3 holas de ac¢o (agitacdo manual por 1min.).
2 mL de ACN foram adicionados ao tubo (agitagdo manual por 1
min.). O tubo foi colocado em banho de ultrassom por 15 min. e em
seguida, centrifugado (3400 rpm/8min.). Filtragéo e diluicdo do
extrato.

al. (2020)

Morango e
derivados

Espanha

Pesticidas multiclasses

(250)

LC-MS/MS/
QUEChERS modificado
- Extracdo: amostra (10 g), ACN, 1% acido férmico (10 mL),
MgSQ, (4 g) e NaCl (1 g);
- Clean-up: Sem
- Diluicdo: 10 vezes em fase mével (metanol:agua, 0,01 acido
férmico)

0.6-6.0 ng kg
-1

Valera-Tarifa,
(2020)

Macé e alface

Trinidad e
Tobago

Organoclorados (20) e
organofosforados (5)

GC-ECD/
QUEChERS modificado
- Extracdo: Amostra (10 g), ACN (15 mL), MgSO4 (4 g) e NaCl (1

9);
- Clean-up: 4 testes com diferentes sorventes

0.1-10pug L "

Collimore e
Bent (2020)

LOQ: limite de quantificacdo; Ref.: referéncias; GC-ECD: cromatografia gasosa acoplada ao detector de captura de elétrons; GC-MS: cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas; MSPD: dispersdo de matriz em fase sélida; HPLC-UV: cromatografia liquida de alta performance acoplada ao detector
ultravioleta; DLLME: microextracdo liquido-liquido dispersiva; QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe); ACN: acetonitrila; AcOEt:
acetato de etila; Hex.: Hexano; PSA: amina priméria secundaria; GCB (Graphitized carbon black): carbono grafitizado; SPE: extracdo em fase sélida;; UPLC-
MS/MS: cromatografia liquida de utraperformance acoplada a detector de espectroscopia de massas in tandem; LC-MS/MS: cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector de espectroscopia de massas in tandem; BiT-MSPD: GC-FPD: cromatografia gasosa acoplada fotométrico de chamas; BiT-
MSPD (balls-in-tube matrix solid-phase dispersion): dispercdo de matriz em fase sélida utilizando bolas em tubo;
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Jardim et al. (2014) validaram um método multirresiduos para determinacdo de
46 pesticidas e metab6litos em frutas tropicais, utilizando cromatografia gasosa
acoplada aos detectores FPD (Flame Photometric Detector) e ECD (Electron Capture
Detector), para determinacdo de organofosforados e piretroides, respectivamente, e
LC-MS/MS para carbamatos e outros grupos. O método de extracdo adotado fez
adaptacOes a versdao original do QUEChERS, utilizando acetato de etila acidificado
(4cido acético, 0,1%), MgSO, e CH3COONa para promover o particionamento, e PSA
e MgSO, para purificacdo do extrato. Os resultados foram satisfatorios para maioria
dos analitos, com valores de LOQ variando de 2 a 5 ug kg ™ para os compostos
organofosforados, de 4 a 8 pg kg ™ para os piretroides e de 1 a 4 pg kg ™ para os
carbamatos (Jardim et al., 2014).

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

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

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

nesta cultura no pafs.

3.2 Métodos para determinacdo de fungicidas ditiocarbamatos
Os fungicidas ditiocarbamatos caracterizam-se por serem insolUveis em
solventes organicos utilizados para extragdo de outros grupos de pesticidas, e também
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possuem baixa estabilidade, necessitando de métodos especificos para sua
determinacéo, pois ndo sao extraidos por MMR (Mujawar et al., 2014).

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

Isooctano

Headspace /

/

\ r
CG/ECD

CG/FFD
CG/MS
Espectrofotimetro
435 nm
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Figura 6. Hidrolise &cida de ditiocarbamatos e métodos de determinacdo de CS..
Fonte: Mello, 2014.

Partindo das limitagcGes que o método indireto apresenta, outros métodos foram
desenvolvidos para a determinagdo direta dos ditiocarbamatos a partir técnicas
cromatograficas, incluindo LC-MS e LC-MS/MS (Blasco et al., 2004; Crnogorac et
al., 2008; Hayama e Takada, 2008; Schmidt et al., 2013) e HPLC-UV (Ldpez-
Fernandez et al., 2012; Jafari et al., 2012; Mello, 2014; Petha et al., 2017).

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

Partindo do método de Hayama e Takada (2008), Ldépez-Fernandez et al.
(2012) desenvolveram um método para determinacdo de mancozebe, manebe (EBDC)
e propinebe em frutas e vegetais por HPLC-UV em coluna de fase reversa (deteccao
em 270 nm) a partir da derivatizacdo, extracdo e purificagdo do extrato. Jafari et al.
(2012) desenvolveram um método para determinacdo simultanea de tiram, mancozebe
e propinebe por HPLC-UV (deteccdo em 272 nm) em tomates, a partir da metilacéo
dos analitos, utilizando iodeto de metila, como agente metilador, segundo Gustafsson
and Fahlgren (1983). Durante a metilagéo, o rendimento do derivado de metila quando
se utiliza dimetil sulfato é 15% maior ao obtido com uso de iodeto de metila (Hayama
e Takada, 2008).
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Figura 7. Etapas da derivatizacdo do EBDC (M=metal). Fonte: Hayama e Takada,
2008.

Mello (2014) desenvolveu e validou um método direto para determinacdo de
EBDC (mancozebe) e propinebe por HPLC-UV para trés culturas fitogénicas (repolho,
couve e brocolis) e para goiaba. A metodologia baseou-se em metilagdo segundo
Lépez-Fernandez et al. (2012), extracdo/clean up por QUEChERS e cromatografia em
fase reversa (deteccdo em 270 nm). Resultados satisfatorios foram obtidos com a
utilizacdo de PSA/MgSO4/carvao ativado para purificagdo do extrato, porém o método
ainda precisa ser melhorado para eliminar certos interferentes que co-eluem com 0s

analitos de interesse.

3.3 Validagédo de métodos analiticos

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

Os parametros normalmente incluidos na validagdo sdo: seletividade;
linearidade e faixa de aplicacdo; precisdo; exatiddo; limite de deteccdo; limite de
quantificacdo e robustez (Ribani et al., 2004). Os principais parametros e
procedimentos de validacdo analitica estdo descritos de maneira geral e
resumidamente no Quadro 1, considerando o0 DOQ-CGCRE-008 do Inmetro (Reviséo
09 - 2020) e 0 Manual de garantia de qualidade analitica (MAPA, 2011).

Quadro 1. Parametros de validacédo analitica.

Parametros Procedimentos

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

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

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

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

LOQ).

Limite de detegéo (LOD)

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

Analisar amostras fortificadas com o

Recuperacéo analito em pelo menos 3 niveis de

concentracdo (baixa, média e alta) e em 3
replicatas. Os critérios de aceitacdo em
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Parametros Procedimentos

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

Analisar amostras branco fortificadas em
diferentes concentracgdes (3 niveis, no
minimo) na faixa de trabalho com minimo
de 3 repeticOes para cada nivel.

Precisdo

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

4. Residuos de pesticidas em alimentos

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

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

Local de coleta

Amostras positivas

Método

Pesticida detectado

Ref. /analisadas (concentraco, mg kg™)
Colémbia 9/18 Né&o informado Ditiocarbamatos (0,3-
Hjorth et al. 1,9); cipermetrina (0,08-
(2011) 0,17); imidacloprido
(0,05); A-cialotrina
(0,06); propamocarbe
(0,1); tiabendazol (0,1).
Colémbia - Extracdo com Monocrotofos e
Botero-Coy et al. acetonitrila e imidacloprido (< 0,05 mg
(2012) diluicdo, sem etapa kg™
de limpeza, 30
pesticidas por LC-
MS/MS
Colémbia Né&o analisou 313 pesticidas por Frutos: Cméx.= 0,01 a
Juraske et al. amostras reais GC-MS e HPLC- 0,37 (difenoconazol e
(2012) MS (mancozebe) triacloprido);
Polpa: Cméax.=0,003 a
0,09 (difenoconazol e
mancozebe).
Colémbia 3/12 QUEChERS, Ometoato (0,04),
Botero-Coy et al. 30 pesticidas por carbendazim (0,21 e
(2015) LC-MS/MS 0,30) e dimetoato (0,16).
Coldémbia 0/3 QUuEChERS, 38 nd
Varela-Martinez pesticidas por GC-
et al. (2019) QqQ-MS/MS;
india 0/18 QUEChERS, 5 nd
Narenderan et al. organofosforados

(2019)

por LC/MS-MS

Cméx.: concentracdo maxima; nd: ndo detectado;

Hjorth et al. (2011) investigaram residuos de pesticidas em 724 frutas e

vegetais provenientes de Paises da América do Sul, que incluiam 18 amostras de

maracujas originarias da Colémbia. O LMR determinado pela Unido Europeia foi

excedido em 50% das amostras de maracuja analisadas.

Um estudo experimental a campo realizado na Colémbia avaliou a dissipacdo

de fungicidas (azoxistrobina, difenoconazol, tebuconazol e mancozebe) e inseticidas

(deltametrina, imidacloprido, triacloprido e tiametoxan) apds aplicacdo foliar em

pomares de maracuja-amarelo (Juraske et al., 2012). Amostras de maracuja foram

coletadas periodicamente e analisadas (fruto inteiro e polpa). As concentragdes

méximas detectadas no fruto inteiro foram de 0,01 e 0,37 mg kg, para difenoconazol
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e triacloprido, respectivamente. Na polpa, as concentracdes variaram de 0,003 mg kg™
para difenoconazol e 0,09 mg kg™ para mancozebe. Segundo Wyckhuys et al. (2011),
a producdo de maracuja na Colémbia e em outros paises emergentes é feita por
pequenos agricultores, que muitas vezes, devido a falta de informacéo e treinamento,
fazem uso de praticas inadequadas no manejo das pragas. Maracujas cultivados na
regido montanhosa de Nilgiris, no Sul da India, foram analisados quanto & presenca de
pesticidas organofosforados (acefato, malationa, quinalfds, profenofds e clorpirifos).
Todas as amostras apresentaram residuos de pelo menos um pesticida, porém nenhuma
excedeu o LMR europeu (Narenderan et al., 2019).

Botero-Coy et al. (2012) validaram um método multirresiduos em frutas
tropicais utilizando LC-MS/MS e realizaram um estudo aprofundado de efeito matriz
em sete culturas, incluindo o maracuja (P. edulis), que foi umas das trés frutas que
apresentou menores efeitos de matriz.

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

sp utilizados para uso medicinal.

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

Avaliar o risco causado pela exposicdo humana a pesticidas na dieta é
considerado um processo fundamental para o estabelecimento de padrdes de seguranca
(WHO, 1997). No Brasil, a ANVISA é o érgao responsavel pelo processo de registro
de aditivos alimentares, drogas veterinarias e pesticidas, e por avaliar o risco da
exposicdo humana a estas substancias (ANVISA, 2018). Também dispde sobre o0s
critérios de avaliacdo e classificacdo toxicoldgica de agrotoxicos e avaliagdo do risco
dietético a exposicdo humana aos agrotoxicos por meio das RDCs 294/2019 e
295/2019, respectivamente (ANVISA, 2019c; ANVISA, 2019d). No ambito
internacional, comités cientificos da Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) e
Organizacdo para Alimentacdo e Agricultura (Food and Agriculture Organization -
FAQO) conduzem a avaliagdo do risco para subsidiar o estabelecimento de padrdes
alimentares pelo Codex Alimentarius (WHO, 2007). O JMPR (Joint FAO/WHO
Meeting on Pesticide Residues) é responsavel por avaliar as questdes referentes a
residuos de pesticidas (FAO/WHO, 2018).
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A avaliacéo do risco tem por objetivo estimar a probabilidade da ocorréncia de
um efeito adverso apo6s a exposicdo humana a substancias potencialmente toxicas. O
processo de avaliacdo de risco consiste na execucdo de 4 etapas, onde o risco é

estabelecido em funcdo da toxicidade e da exposicéo (Figura 8).

Risco = f (toxicidade e exposicio)

[Toxicidade [ Exposiio_

1. Identificagdo do
pengo 3. Estimativa da
2. Caracterizagdo da ingestdo
relacdo dose-resposta

4. Caracterizacdo
do risco

Figura 8. Avaliacédo de risco quimico na dieta. Fonte: Caldas, 2017 adaptado.

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

A estimativa da exposicdo humana as substancias quimicas presentes nos
alimentos depende da concentracdo da substancia no alimento, do consumo do
alimento e do peso corporeo do individuo ou da populacdo em estudo. Dados de
concentragdo podem ser obtidos por meio de estudos de monitoramento ou, na
auséncia destes, utilizam-se os limites legais (LMR) (IPCS, 2009). Idealmente, 0s
dados de concentracdo devem considerar o processamento do alimento, como
lavagem, descasque e cozimento, j& que 0s niveis e/ou a natureza quimica das
substancias presentes podem sofrer alteracdes. Por exemplo, durante o processo de

desidratacdo, os niveis de algumas substancias sdo aumentados, ou pode haver a
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formacdo de metabolitos mais toxicos que o composto original, como € o caso dos
fungicidas ditiocarbamatos (Jardim e Caldas, 2009).

A avaliacdo da exposicdo cronica, isto €, por um longo periodo, considera-se o
somatorio da ingestdo pelo consumo de todos os alimentos da dieta da populagdo em
estudo (Eq. 1).

Y:( consumo xconcentragio)

Ingestao cronica = -
peso corpoéreo

(Eq. 1)

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

Informacdes relacionadas ao consumo de alimentos no Brasil podem ser
obtidas da Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF), conduzida pelo IBGE. Na
ultima POF (2017-2018), os dados foram obtidos de 46.164 individuos a partir de 10
anos que relataram o consumo individual de cada alimento consumido das Ultimas 24
horas (recordatério 24 horas) (IBGE, 2020). O céalculo da ingestdo pode ser feito
usando modelos deterministicos (valores pontuais de concentracdo e consumo, como
médias ou percentis), ou probabilisticos (curvas de distribuicdo de contaminacdo e
consumo — modelos matematicos) (IPCS, 2009).

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

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

brasileira.

50



Jardim et al. (2018a) conduziram um estudo de avaliagcdo do risco cumulativo
agudo pela dieta de inseticidas OFs, carbamatos (CBs) e PYs. Dados de residuos para
30.786 amostras de 30 tipos de alimentos (ndo inclui maracujd) foram obtidos dos
programas nacionais de monitoramento de residuos de pesticidas da ANVISA (PARA)
e do MAPA (PNCRC) e pelo Laboratorio de Toxicologia da UnB. Dados de consumo
foram adquiridos da POF 2008-2009 em individuos acima de 10 anos de idade ou
mais. Laranja e suco de laranja foram os alimentos que contribuiam para ingestdo dos
OFs, em especial, a metidationa. O arroz foi responsavel por 80% da ingestdo de CBs
(adolescentes), principalmente aldicarbe. Macarrdo, pao de sal e feijdo contribuiram
mais para a ingestdo de PYs (9-14%), devido principalmente a bifentrina. Esses
resultados mostram que para todos 0s grupos a ingestdo ndo excedeu a ARfD no
percentil 99,9, e os riscos da exposi¢do ndo foram considerados preocupantes para a
salde da populacdo brasileira.

Utilizando as mesmas fontes de dados de residuos e consumo do estudo
anterior, Jardim et al. (2018b) realizou avaliacdo de risco aos fungicidas triazéis (TR)
e ditiocarbamatos (DT). Cerca de 16% das amostras continham fungicidas triazdis,
principalmente a uva (53,5%), e 16,2% continham ditiocarbamatos, em especial a
maca (59,3%). O flusilazol foi o composto indicador utilizado para os efeitos agudos
dos triazdis em mulheres com idade reprodutiva (malformacéo cranio-facial e variacado
esquelética) e ciproconazol para os efeitos crénicos de hepatoxicidade. Com relacao
aos DT, o Etileno-bis-dititiocarbamatos (EBDC) foi usado como composto indicador
(toxicidade tireoidiana). No percentil 99,9 (P 99.9), a ingestdo aguda cumulativa de
TR foi responsavel por até 0,5% da ARTD, principalmente pelo consumo de feijdo e
arroz (~70% da ingestédo total), e magé por cerca de 51-56% da ingestdo de DT. Os
riscos estimados da exposicdo a TR e DT ndo indicaram preocupacdo a saude do
populacgéo brasileira.

Estudos de avaliacdo da exposicdo a pesticidas que inclua o consumo de
maracuja sdo muito raros. Claeys et al. (2011) observaram que o fungicida
difenoconazol esteve entre o mais frequentemente detectados e excedeu o0 LMR para
as amostras de maracuja analisadas pelo programa de monitoramento de pesticidas em
frutas e vegetais da Bélgica, em 2008. Os resultados do estudo de avaliacdo de risco

demonstraram que a exposicdo crénica de individuos acima de 15 anos de idade nédo
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representa preocupacdo com a salde. Para maioria dos residuos de pesticidas
estudados, a exposicao é cerca de cem vezes menor que a IDA (Claeys et al., 2011).
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1. OBJETIVOS

Geral

Validar métodos analiticos e determinar 0s niveis de pesticidas
(organofosforados, carbamatos, piretroides e outras classes) em maracuja (Passiflora
edulis) produzido em diferentes regides do Brasil e polpa congelada e farinha de

maracuja comercial, e assim avaliar a seguranca do seu consumo.

Objetivos especificos

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

internacional.
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CAPITULO 1: MATERIAIS E METODOS

1. Amostragem

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

As amostras de frutos e folhas foram coletadas durante o periodo de 2016 a
fevereiro de 2018 diretamente dos locais de cultivo em trés diferentes regides
produtoras do pais, compreendendo os estados do Rio de Janeiro, Bahia e Goias, € 0
Distrito Federal (Figura 1.1).

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

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

Periodo: fevereiro a dezembro de 2016

Produtores: 3 Produtores: 12 Produtores: 6
Frutos: 2 Frutos: 14 Frutos: 6
Folhas: 3 Folhas: 14 Folhas: 3

Periodo: fevereiro a dezembro de 2017 e fevereiro de 2018

Produtores: 15 Produtores: 4 Produtores: 11
Frutos: 15 Frutos: 7 Frutos: 11
Folhas: 15 Folhas: 7 Folhas: 11

TOTAL

Produtores: 15 Produtores: 16 Produtores: 17
Frutos: 15 Frutos: 23 Frutos: 17
Folhas: 18 Folhas: 21 Folhas: 14

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

As folhas e frutos foram coletados simultaneamente por cada produtor, em
estagio ideal de maturacdo, com excecdo da Bahia, que ndo houve a coleta de trés
amostras de folhas em 2016, e no do Rio de Janeiro onde ndo se coletou uma amostra
de frutos por ndo estarem maduros. Ao todo, foram coletadas 55 e 53 amostras de
frutos e folhas de maracuja, respectivamente, em 51 é&reas de producdo. Trés
produtores do Distrito Federal forneceram amostras em duas safras diferentes, e no

estado de Goias, foi possivel coletar de um mesmo produtor durante trés safras ao
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longo de 2016, 2017 e 2018. Todas as amostras coletadas na Bahia e no Rio de Janeiro
tém origem de produtores distintos. Cada produtor forneceu cerca de 2 a 5 kg de
frutos e 0,5 a 1 kg de folhas. Adicionalmente, foram coletadas amostras cultivadas no
sistema organico do Estado da Bahia, isentas de quaisquer residuos de pesticidas, para
serem utilizadas como “branco” durante a validagao dos métodos analiticos.

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

até a realizacao das analises.

2. Processamento das amostras

Ao chegarem ao Laboratério, todas as amostras de maracuja foram
identificadas e pesadas. Cada amostra de fruto foi dividida em duas porgdes iguais,
uma das quais foi submetida ao processo de lavagem em é&gua corrente por cerca de 1
minuto, para eliminar sujidades e mimetizar as condi¢cdes na qual é disponibilizada no
mercado. As amostras congeladas do fruto foram posteriormente separadas em casca,
polpa e semente. As cascas foram cortadas em pedagdes menores e congeladas e a
polpa separada manualmente da semente com auxilio de uma peneira. Todas as
fracbes foram pesadas, identificadas e armazenadas a — 15 ° C até o momento das
analises (Figura 1.2). As amostras de folhas, ap6s congelamento, foram cortadas em
pedacos pequenos com auxilio de uma faca e imediatamente armazenadas em freezer a
—15°C.

Os procedimentos de processamento de amostra sdo realizados de maneira
distinta de acordo com os diferentes métodos. Para determinacdo de fungicidas
ditiocarbamatos, as amostras foram processadas enquanto congeladas e cascas e folhas
foram cortadas em pedacos menores (Capitulo 2). J&, as andlises pelo método
multirresiduos, as amostras sdo processadas e homogeneizadas em liquidificador
(Capitulo 3).
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Figura 1.2. Amostra congelada de maracuja, fracionada em casca, polpa e sementes,
juntamente com as folhas do respectivo maracujazeiro. As sementes ndo foram
analisadas nesse estudo.

3. Secagem das amostras de folhas de P. edulis

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

/
Folhas de P. edulis Amostras Moagem em
¢ z> selecionadas foram z> liquidificador
Planta medicinal secas a 40 °C por v
48 h Droga vegetal
(S )

\YJ

Lavadas em agua
corrente, cortadas e
armazenadas em
freezer a -15 °C

Figura 1.3. Esquema do tratamento dado as folhas de P. edulis
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4. Preparacdo da farinha de maracuja

Os frutos inteiros de maracuji ja lavados anteriormente em &gua corrente
foram imersos em solucdo sanitizante de hipoclorito de sédio durante 15 minutos.
Apds a sanitizacao, a polpa foi retirada e as cascas cortadas manualmente em pedacos
menores. Uma fragdo de aproximadamente 100 g foi separada e armazenada em
freezer até 0 momento da analise, e a outra foi colocada em secadora com circulacéo
forcada de ar a 60°C, por 10 a 15 horas. Apés a secagem, as cascas foram trituradas
em liquidificador para obtencdo da farinha na granulometria adequada (Figura 1.4).
No total, foram produzidas 24 amostras de farinha de maracuja, com umidade media

de 9 %, as quais foram armazenadas em sacos plasticos até o0 momento da analise.

[ Elaboracio da farinha de maracuja ]

Sanitizacdo dos
frutos

J
J

Moagem em
liquidificador

J J

Cascas secas

Farinha de maracuja

Figura 1.4. Elaboracdo de farinha da casca de maracuja em laboratorio (Srur, 2003).
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CAPITULO 2: DITHIOCARBAMATE RESIDUES IN FRUITS AND LEAVES
OF PASSION FRUIT (Passiflora edulisy FROM DIFFERENT BRAZILIAN
REGIONS

Este artigo foi publicado no periddico Journal of Brazilian Chemical Society,
1834-1840, 2019 (Anexo 2).

Abstract

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

programs, and for food and herbal medicine industries.
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CAPITULO 3: VALIDACAO DE METODO MULTIRRESIDUO DE
PESTICIDAS EM MARACUJA (P. edulis) UTILIZANDO LC-MS/MS E GC-
MS/MS E ANALISE DE FRUTOS E PRODUTOS COMERCIAIS

Resumo

O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial de maracuj, principalmente
Passiflora edulis, popularmente conhecida como maracuji amarelo ou azedo. O suco é
o principal produto industrial, mas o uso da casca como alimento funcional tem sido
explorado. Este estudo teve como objetivo validar métodos multirresiduos para
determinacdo de 80 pesticidas em casca e polpa de maracuja por LC-MS/MS e GC-
MS/MS, e analisar amostras de maracujd e produtos industriais. Um total de 55
amostras de frutos de maracuja foi obtido de produtores nos estados da Bahia, Rio de
Janeiro, Goias e no Distrito Federal e 30 amostras de polpa congelada e 12 amostras
de farinha de maracuja foram adquiridos no comércio do Distrito Federal. O método
foi satisfatoriamente validado nos dois equipamentos, com percentuais de
recuperacdes entre 70 e 120% e os desvios padrdes relativos (RSD) < 20% para a
maioria dos compostos, com LOQ de 5 ou 1 pg kg™. Cerca de 27% dos 80 analitos
monitorados foram detectados, e destes 70% ndo tem uso autorizado no Brasil para a
cultura do maracuja. Pelo menos um analito foi detectado em 60% das amostras de
casca analisadas, principalmente imidacloprido, carbendazim e metamidofds, em
concentracdes maximas de 0,05, 0,07 e 01 mg kg?, respectivamente.
Aproximadamente 25% das amostras de polpa das frutas foram positivas para pelo
menos um pesticida. Dos pesticidas detectados com uso autorizado no maracuja,
nenhum ultrapassou o LMR estabelecido para a cultura. Cerca de 63% das amostras
comerciais de polpa congelada foram positivas, indicando possivel contaminacdo no
processo industrial. Quatro amostras de farinha de maracuja continham residuos de
pesticidas, principalmente metamidofés. O processo de desidratacdo da casca
aumentou os niveis de residuos iniciais em até 15 vezes (imidacloprido). As
exposicdes cronica e aguda estimadas ndo indicaram preocupacdo a saude dos
consumidores brasileiros, sendo maior para o metamidofés (0,01% da IDA) e
carbendazim (0,14% da ARfD) pelo consumo de suco e de 1,3% da IDA e da ARfD
do metamidofos pelo consumo de farinha. Porém, o uso ilegal de pesticidas na cultura
do maracuja indica que os agricultores ndo estdo seguindo as boas préaticas agricolas,
provavelmente por ndo contarem com uma boa assisténcia técnica no campo.

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

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

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

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

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

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

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

farinha de maracuja comercializadas no pais.

2. Materiais e Métodos

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

Padrdes analiticos e metabdlitos (pureza de 94 a 100%) de 80 pesticidas
investigados no estudo foram adquiridos da Accu Standard (USA) (Anexo 1).
SolucBes mée individuais dos pesticidas (1 mg mL™) foram preparadas em 10 mL
(baldes volumétricos calibrados com certificagdo “A”) em tolueno, acetona, MeOH,
ou AcEt, de acordo com a solubilidade e estabilidade de cada composto. SolucGes de
trabalho de mistura (10 ng pL™) de 50 analitos determinados por LC-MS/MS
(carbamatos, triazois, organofosforados e outros grupos quimicos) foram preparadas
em metanol, e de 30 analitos determinados por GC-MS/MS (organofosforados,
piretrdides e outros grupos quimicos) foram preparados em AcEt. A solucdo de
mistura foi diluida para preparacdo de solugbes de trabalho, e todas as solucgdes

preparadas foram identificadas e armazenadas em vial ambar a -15 °C.

2.2. Extragdo e clean-up

O método utilizado nesse estudo se baseou no método QUEChERS maodificado
desenvolvido por Jardim et al. (2014), que utiliza acetato de etila como solvente de
extracdo. Em resumo, 15 g de amostra previamente homogeneizada (casca ou polpa de
maracuja) foram pesadas em tubo falcon de 50 mL, adicionados 15 mL de AcEt (1%
de &cido acético), o tudo agitado manualmente por 1 minuto, 6 g de MgSO4e 1,5 g de
H3COONa acrescentados, novamente agitagdo manual, e o tubo levado a centrifugagéo
(3500 rpm/5min.). 6 mL de fase organica foram transferidos para tubo falcon de 15
mL contendo PSA e MgSO, (300 e 900 mg, respectivamente), seguido de agitacéo
manual, 1,5 mL do extrato foram transferidos para vial, evaporados sob N, a
temperatura ambiente, os residuos ressuspendidos em MeOH:H,0 (50:50) e filtrados
com filtro de 0,45 um para injecdo no LC-MS/MS. Para as anélises em GC-MS/MS,
0s extratos purificados foram ressuspendidos com AcEt e injetados. Para analise das
amostras de farinha de maracuja, 2 g foram previamente hidratadas com 13 mL de

agua Milli-Q por 30 minutos.
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2.3. LC-MS/MS

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

Os parametros do MS/MS para cada analito foram otimizados através de
infusdo direta das solucdes dos padrdes analiticos (50-200 ng mL™; dissolvidos em
MeOH/H,0, contendo formiato de amonio, 5 mM) no espectrdmetro de massas, com
fluxo de 10 pL/min. Para separacdo cromatogréfica, foi utilizada uma coluna Synergi
4u Fusion RP 80 A 50 x 2.00 mm 4 micron (Phenomenex) com pré-coluna (Fusion-RP
4x2.0 mm). O forno operou em temperatura de 40 °C, e as fases mdveis foram: (A)
4gua:ACN (80:20) + 5 mmol L * formiato de amdnio e (B) MeOH + 5 mmol L * de
formiato de aménio. A vazéo foi de 0,25 mL/min, com gradiente de eluicdo de 0-10
minutos até 90% de B, mantendo entre 10-13 minutos, e em 13-13,1 minutos retorna-
se a 0% de B. O tempo total de analise foi de 18,1 minutos. Os dados foram adquiridos
no modo Scheduled MRM (Multiple-Reaction-Monitoring). As condigdes de
otimizacdo da fonte de ions foram: curtain gas de 20 psi; nitrogen collision gas como
alto; ion spray voltage de 4500 V; temperatura de 450 ° C; ion source gas (GS1 e
GS2) de 40 psi. Os parametros dos 50 analitos no sistema LC-MS/MS estdo mostrados
na Tabela S2. Para cada analito foram selecionadas duas transicdes, uma de

quantificacdo e uma de qualificacéo).

2.4. GC-MS/MS
O equipamento Trace GC Ultra (Thermo Scientific) com injetor de temperatura
de vaporizagdo programada (PTV) acoplado ao espectrdmetro de massas triplo
quadrupolo (Quantum XLS, Thermo Scientific) foi usado no estudo. Uma coluna TR-
Pesticide Il (Thermo Scientific) de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um ID, precedida de
coluna guarda (5m x 0,25 mm) foram usada na separacdo cromatogréafica, com fluxo
de 1,2 mL/mim de gas hélio (99,99% de pureza) como gas de arraste. O espectrometro
de massas foi operado no modo de ionizagdo positiva, e 0os dados foram adquiridos
usando monitoramento de reacdo selecionada (selected reaction monitoring, SRM).
Argbnio (1,5 mTorr) foi usado como gés de colisdo e a temperatura da fonte de ions
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foi de 250 °C. O volume de injecéo foi de 1 puL no modo splitless. Inicialmente os
padrdes analiticos foram inseridos no espectrometro de massas por meio de injeces
no modo full scan na concentracdo de 1000 ng mL™. Apés anélises qualitativas, por
meio de comparacOes dos espectros de massas dos padrdes analiticos com a library
NIST (Verséo 2.0, Thermo) e identificacdo do tempo de retengdo de cada um atraves
da separacdo cromatografica, o método SRM foi criado. A Tabela S3 mostra 0s
parametros otimizados para determinacao de 30 analitos no sistema GC-MS/MS. Para
cada analito foram selecionados dois ions produtos, um de quantificacdo e um de
qualificacdo, a partir de um mesmo ion precursor ou a partir de ions precursores

distintos.

2.5. Validacdo do método

A validacdo do método foi realizada de acordo com as recomendacOes
preconizadas por SANTE 11813/2017. Amostras de maracuja de cultivo organico
provenientes da Bahia e do Distrito Federal foram utilizadas como branco. A
seletividade foi avaliada analisando os cromatogramas no LC-MS/MS e GC-MS/MS
de amostras branco e fortificada, verificando a existéncia de interferentes com mesmo
tempo de retencdo que os pesticidas de interesse. A linearidade foi avaliada para cada
analito em cinco niveis de concentracgdo, trés repeticbes, usando calibracdo externa em
matriz, ou seja, o extrato da amostra branco foi fortificado com solucédo de trabalho de
mistura contendo os analitos do escopo. A curva de calibracdo em matriz foi usada
para compensar quaisquer efeitos matriz que podem ocorrer. Os parametros lineares da
regressao foram estimados pelo método dos minimos quadrados ordinarios, a presenca
de outliers verificada pelo teste de Grubbs, a homogeneidade das variancias pelo teste
de Cochran e o coeficiente de determinacdo (R?) e a significancia da regressdo obtida
pela ANOVA. Para dados heterocedasticos, diferentes fatores de ponderacdo foram
testados e aquele que produziu a menor soma de erros relativos foi escolhido para a
regressdo. As faixas de concentracdo das curvas de calibragcdo (cinco pontos) no
sistema LC-MS/MS variaram de 20 a 500 ng mL™ e no sistema CG-MS/MS de 20 a
1100 ng mL™,

Os ensaios de recuperacdo dos analitos em cada matriz foram avaliados pela
comparacao das areas das amostras fortificadas em 4 ou 3 niveis diferentes com a area

da matriz compativel com os padrdes externos, expressa em %. O experimento foi
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realizado no mesmo dia, pelo mesmo analista, em cinco replicatas A repetibilidade foi
expressa como desvios padrdo relativo (% RSDr). A precisdo intermediaria foi
avaliada pela analise de amostras fortificadas em 4 ou 3 niveis de concentracéo, pelo
mesmo analista, em dias diferentes (% RSDp). Para cada pesticida, o LOQ foi definido
como o nivel mais baixo para o qual o método foi validado de forma satisfatoria
(recuperacdo entre 70 e 120% e RSDr e RSDp < 20%). Todas as réplicas usadas para

validacao foram preparadas a partir de soluc6es de trabalho de mistura.

2.6. Amostras

Foram obtidas 55 amostras de maracuja (P. edulis) diretamente de 51
produtores nos estados do Rio de Janeiro, Goias e Bahia, e no Distrito Federal,
cultivados em sistema convencional, no periodo de fevereiro de 2016 a fevereiro de
2018, cobrindo duas safras (Mozzaquatro et al., 2019). Ao chegarem no laboratorio, as
amostras de frutos de maracuja foram divididas em duas porg¢des, sendo que uma delas
foi submetida a lavagem em agua corrente por cerca de 1 minuto. Os frutos lavados e
ndo lavadas foram congelados e posteriormente separados manualmente em casca,
polpa e semente, com auxilio de faca e peneira, tomando cuidado para evitar contato
entre a polpa e a parte externa da casca. Polpa e semente foram congeladas novamente
logo apds a separagdo. As cascas foram cortadas em pequenos pedagos, trituradas em
liquidificador para homogeneizacdo da amostra. Todas as amostras foram mantidas
congeladas até 0 momento da andlise. As sementes nao foram analisadas nesse estudo.

Adicionalmente, em 2020 foram adquiridas em lojas de produtos naturais e
supermercados no Distrito Federal 30 amostras de polpa de maracuja congelada de 11
marcas diferentes e 12 amostras de farinha da casca de diferentes marcas. As amostras
de polpa congelada foram armazenadas a — 15 °C e as amostras de farinha em
temperatura ambiente (23-25 °C) até o0 momento da analise.

Durante as anéalises das amostras, controles fortificados (QC) e branco de cada
matriz contendo todos os analitos do escopo, com duas replicatas auténticas em pelo
menos dois niveis de fortificacdo (5 e 10 pg kg™) para cada matriz foram inseridas nos
batches de andlise nos sistemas LC-MS/MS e GC-MS/MS. Os dados adquiridos
serviram para avaliar a performance do método validado numa analise de rotina.

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

abaixo do LOQ do método foram considerados como %2 do LOQ.

2.7. Fator de processamento

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

Primeiramente foram analisadas amostras de casca da por¢do ndo lavada, e
aquelas que apresentaram resultados > LOQ, foram selecionadas e a porcdo lavada foi
analisada para estimar o impacto de lavagem no nivel de residuos. As cascas lavadas e
ndo lavadas e a farinha produzida foram analisadas para determinar o fator de
processamento (FP) da lavagem (casca nédo lavada - casca lavada) e da farinha (casca
lavada > farinha). O FP é definido como a razdo entre as concentra¢cdes do pesticida

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

2.8. Avaliagéo de risco da exposicéo

A ingestdo crbnica e aguda de pesticidas pelo consumo de suco (a partir da
polpa congelada comercial) e farinha de maracuja (comercial) foi estimada para os
pesticidas detectados em niveis quantificdveis (> LOQ) nas amostras, considerando a

Equacao:
Ingestao = concentragdo x (consumo/peso corporeo)

O consumo de suco de maracuja e peso corporeo foram obtidos da Pesquisa de
Orcamento Familiar (POF) 2017/2018 conduzida pelo IBGE com 46164 individuos a
partir de 10 anos de idade. A estimativa considerou o fator de expansdo da amostra
para representar toda a populacao brasileira (IBGE, 2020).
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Para a avaliagdo da exposicao crénica, considerou-se o consumo médio de suco
de maracuja e 0 peso corporeo (pc) médio de toda a populacdo da POF 2017/2018
(0,15 g/kg pc), e a concentracdo média dos pesticidas encontradas nas amostras.

Para a avaliacdo da exposicdo aguda (no periodo de 24 hs), considerou-se o
97,5 percentil (97,5P) de consumo (FAO/WHO, 2020) e o peso médio dos
participantes que reportaram o consumo de suco de maracuja (n=3090), ou seja, 4,59
g/kg pc. Na exposicdo aguda a triazdis, considera-se somente a populacdo de
consumidores mulheres em idade gestacional (15 a 45 anos; n=1793), que tem o 97,5P
de 12 g/kg pc. Como parametro de concentragdo, considerou-se a concentragao
méaxima encontrada nas amostras. A estimativa da ingestdo de pesticidas pelo
consumo de suco considerou um fator de diluicdo da polpa de 70%, que foi aplicado
aos niveis de residuos quantificados nas amostras.

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

O risco da exposicao foi avaliado comparando-se a ingestdo estimada com o
parametro toxicoldgico de seguranga cronico (ingestdo diaria aceitavel, IDA) ou aguda
do pesticida (dose de referéncia aguda, ARfD), quando disponivel. Risco pode existir
quando a ingestdo for maior que a IDA ou ARfD. As IDAs e ARfD foram obtidas da
FAO/WHO JMPR utilizadas no estudo estdo na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Ingestdo diaria aceitavel (IDA) e dose de referéncia aguda (ARfD) dos
pesticidas considerados para avaliacdo de risco*

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

Trifloxistrobina 0.04 nao necessario

https://www.who.int/foodsafety/publications/jmpr-monographs/en

3. Resultados

3.1 Validagdo do método multirresiduos por LC-MS/MS

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

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

Intersity, cps

S 3

Figura 3.1. Cromatograma do método Scheduled MRM (multiple-reaction-
monitoring) no sistema LC-MS/MS de uma solugéo de trabalho de mistura com 50
analitos na concentracdo de 100 ng mL * em polpa de maracuja. Os tempos de
retencdo de cada analito estdo mostrados na Tabela S1 (Material Suplementar).

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

A Figura 3.2 resume os resultados da recuperacao e da precisdo intermediaria
(RSDy) obtidas durante a validacdo em diferentes concentragdes (5; 10; 20 e 100 pg
kg?) para os 50 analitos em casca de maracuja analisados por LC-MS/MS. Os
resultados para cada analito, inclusive de repetibilidade (RSD;), estdo mostrados na
Tabela S3 (Material Suplementar). A maioria dos analitos obteve recuperacdes entre
70 e 120% e repetibilidade e precisao intermediarias inferiores a 20%. Para 17 analitos
(34%) a recuperacdo media (n=5) foi menor que 70% em pelo menos um nivel
avaliado, com o menor percentual de recuperacdo (55%) encontrado para clorpirifds e
diazinona no menor nivel de fortificagdo (Tabela S3). Resultados de recuperacdo
foram maiores que 120% para 0 metidationa nos niveis menor e maior (164 e 133%,
respectivamente). A repetibilidade foi menor que 20% para todos os analitos em todos
0s niveis, e a precisdo intermediaria > 20% (21-28%) em pelo menos um nivel para
seis analitos (aldicarbe-sulfoxido, boscalida, carbofuran-3-OH, cresoxim metilico,
metidationa e diazinona, Tabela S3). Estes desvios pontuais dos pardmetros de
validagdo foram considerados aceitaveis e 0 LOQ para a matriz casca foi definido
como 5 pg kg™ para todos os analitos, com excecdo de diazinona, clorpirifés e
metidationa que foi definido como 10 ug kg™

A Figura 3.2 também resume os resultados da validacdo da polpa de maracuja e
os valores individuais estdo mostrados na Tabela S4 em material suplementar.
Resultados de recuperagdes médias menores que 70% em pelo menos um nivel de
fortificacdo foram encontradas para quatro analitos, com metamidofds apresentando os
menores percentuais de recuperacdes (63 a 65%, nos trés menores niveis de
fortificacdo), e o percentual médio de recuperagdo para o triclorfon foi de 143% no
maior nivel. Repetibilidade média entre 22 e 26% foram obtidos para pirimifds,
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tebuconazol e triclorfon em um nivel de fortificagdo, e precisdo intermediaria média
acima de 20% para vinte analitos, com cresozim-metilico e metiocarbe apresentando
os valores mais altos (29 e 30% no nivel de fortificacdo mais baixa), e ometoato e
triclorfon (30 e 35% no nivel mais alto) (Tabela S4). Apesar de alguns critérios de
validacdo ndo estarem de acordo com o preconizado pela legislagéo para pesticidas, o
LOQ foi estabelecido como 5 pg kg™ para todos os analitos na matriz polpa de

maracuja.
555-69% m70-120% m=121-164%
> 2 > 4 > 4 > g
& &8 & o~ & =~ & o~
5 pa/kg 10 pa/kg 20 pg/kg 100 pa/kg A
m<10% ®10-20% m20-28%
> 2 > % > 4 > o
& & & & & o & &
5 ug/kg 10 Hg/kg 20 ug/kg 100 ug/kg B
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u<10% m10-20% m21-35%

> 2 > X > Y > X
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5 pg/kg 10 pg/kg 20 pg/kg 100 pg/kg C

Figura 3.2. Resultados da validacdo do método para determinacdo de 50 analitos em
casca e polpa de P. edulis por LC-MS/MS, em quatro niveis de fortificacdo.
Percentagem de analitos em cada faixa de A: Recuperacdo; B: Repetibilidade; C:
Precisdo intermediaria.

3.2 Validagdo do método multirresiduos por GC-MS/MS

O teste de seletividade com amostras branco de casca e polpa de maracuja ndo
mostraram a presenca de interferentes no mesmo tempo de retencdo dos analitos
inseridos no método SRM do GC-MS/MS. A Figura 3.3 mostra um cromatograma

incluindo os 30 analitos analisados por SRM.
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Figura 3.3. Cromatograma dos ions totais (TIC) do método SRM no sistema GC-
MS/MS de uma solugédo de trabalho de mistura com 30 analitos na concentragdo de
1100 ng mL * em casca de maracuja. Os tempos de retencdo de cada analito estdo
mostrados na Tabela S2 (Material Suplementar).
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As anélises das curvas analiticas de calibracdo externa em matriz mostraram
comportamento homocedastico (C calc < C tab; 5;3) para todos os analitos inseridos
no método. Coeficientes de determinacdo (R?) foram superiores a 0,99, regressoes
foram significativos (p <0,05), e ndo houve falta de ajuste para as regressées usadas
nos procedimentos de calibracéo.

Um resumo dos dados dos resultados de recuperacao e precisdo intermediéria
nas matrizes casca e polpa de maracuja sao mostrados na Figura 3.4, e os resultados de
recuperacdo, repetibilidade e precisdo intermediaria para cada analito nas matrizes
casca e polpa estdo apresentados nas Tabelas S5 e S6, respectivamente. Com relacéo a
matriz casca de maracuja, recuperacdes médias (n=5) inferiores a 70% (valores entre
61 e 69%) foram obtidas apenas para 4 analitos. A recuperacdo de mevinfds foi de
61% no menor nivel de fortificacdo e nenhum dos analitos obteve recuperacdo média
acima de 120%. A precisdo intermediaria foi satisfatdria para maioria dos analitos,
com valores de RSD, inferiores a 20%, com excecdo de fentiona, A-Cialotrina e
parationa-metilica, cujos valores foram entre 22 e 24% em pelo menos um dos niveis
de fortificacdo.

Para matriz polpa de maracuja, recuperacdo média inferior a 70% foi obtida
apenas para o azinfés metilico (69%). A repetibilidade foi inferior a 20% para todos 0s
analitos, com excecdo de azinfoés-metilico, que obteve 31% no maior nivel de
fortificacdo e ciflutrina com valores de 33 e 21%, no menor e maior nivel de
fortificacdo, respectivamente. Para grande maioria dos analitos, os valores de RSD,
foram inferiores a 20%, com excecdo de 4 analitos (até 32% para clortiofds no nivel de
10 pg kg™). O valor do LOQ de 5 pg kg™ foi definido para as matrizes casca e polpa

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

Cerca de 60 % das 55 amostras de cascas analisadas foram positivas (n=32)
para pelo menos um ingrediente ativo em niveis tragos (< LOQ) ou quantificaveis (>
LOQ). A Tabela 3.2 resume os resultados das amostras positivas na casca, polpa e
fruto de maracuja coletadas em diferentes regides do Pais, e a Tabela S7 (Material
Suplementar) mostra os niveis de residuos presentes em cada amostra positiva. Os
controles de qualidade internos (n = 2), em niveis 5 e 10 ug kg™, incluidos em cada
lote de extracdo estavam dentro da faixa aceitavel para recuperacdes (65-120%) e
repetibilidade (RSDr <20%), confirmando que o método teve um bom desempenho
durante a anélise de rotina nos dois equipamentos.

Dos 80 analitos avaliados pelos métodos multirresiduos validados neste estudo,
19 foram detectados, dos quais 12 por LC-MS/MS (24% dos 50 analitos investigados)
e sete por GC-MS/MS (23,3% dos 30 analitos investigados). Imidacloprido foi o
analito que obteve a maior frequéncia de deteccgéo, presente em 40,6 % das amostras
de casca positivas (n=13), com concentracido maxima de 0,07 mg kg™*. A segunda
maior frequéncia foi obtida para carbendazim (37,5%; méxima de 0,15 mg kg™),
seguida de metamidofés (25%; 0,30 mg kg™), A-cialotrina (21,8%:; 0,04 mg kg™) e
acefato (18,7 %; 0,50 mg kg™).

Cerca de 25% das amostras de polpa (n=14) apresentaram residuos de pelo
menos um dos ingredientes ativos detectados na casca. As concentrac@es variaram
entre < LOQ a 0,09 mg kg ™ (acefato). Para todas as amostras analisadas, os niveis
detectados na polpa foram inferiores aos da casca, representando em média 13,8% da
concentragdo nas cinco amostras quantificadas. Uma das amostras de casca de
maracujé analisada continha sete analitos, sendo dois piretroides (cipermetirina e A-
cialotrina), dois triazdis (difenoconazol e tebuconazol), dois organofosforados
(dimetoato e ometoato) e um neonicotindide (imidacloprido) (Tabela S7). Quando
analisada a polpa deste fruto, foi detectado apenas cipermetrina (0,01 mg kg™) e tracos
de imidacloprido (< LOQ). Nove amostras de casca apresentaram 4 ou 5 analitos
(Tabela S7).

As concentragdes maximas estimadas no fruto a partir das concentracdes na
casca e na polpa variaram de tracos (piraclostrobina e tebuconazol) a 0,4 mg kg™
(cipermetrina). Para todos pesticidas com registro de uso autorizado, as concentracdes
estimadas no fruto de maracuja foram inferiores a0 LMR estabelecido.
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Tabela 3.2. Pesticidas detectados em 32 das 55 amostras de maracuja analisadas por
LC-MS/MS ou GC-MS/MS

Casca Polpa Fruto®

o >L0Q, Tracos, Max., >p0qQ,Tracos, Max., Max,

Pesticida
n n®  mgkg® n n®  mgkg’ mgkg?

Imidacloprido  LC 11 2 0,07 7 1 0,008 0,05
Carbendazim LC 10 2 0,15 nd 1 nd 0,07
Metamidofos LC 6 2 0.30 1 0,03 0,20
L-cialotrina GC 6 1 0,04 nd nd 0,03
Acefato LC 6 0,50 5 0,09 0,25
Clorotalonil GC 5 0,05 1 0,005 0,03
Clorfenapir GC 5 0,05 nd nd 0,02
Deltametrina GC 3 0,02 nd nd 0,01
Cipermetrina GC 3 0,5 3 0.01 0,4
Ometoato LC 3 0,03 nd nd 0,02
Dimetoato LC 2 0,2 nd nd 0,1
Tebuconazol LC 2 0,02 nd nd 0,01
Metomil LC 1 2 0,01 nd nd 0,006
Difeconazol LC 1 1 0,005 nd nd tracos
Profenophos LC 1 0,01 nd nd 0,009
Malationa LC 1 0,02 nd nd 0,01
Esfenvarelato  GC 1 0,02 nd nd 0,005
Fenvarelato GC 1 0,04 nd nd 0,01
Piraclostrobina LC 1 Tracos nd nd tracos

n= nimero de amostras; nd= ndo detectado; * < LOQ; ° concentracdes no nivel de
tragos foram consideradas como ¥ LOQ no calculo da concentragéo no fruto total;
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3.4 Fator de processamento

Um total de 24 amostras de cascas ndo lavadas contendo residuos > LOQ
foram submetidas ao processo de lavagem, desidratacdo e moagem até obtencdo da
farinha de maracuja, para se estimar fator de processamento para casca lavada e para
farinha, a partir da razdo da concentracdo de pesticida depois e antes do processo. Os
resultados estdo mostrados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3. Residuos de pesticidas organofosforados, carbendazim e imidacloprido
em amostras de casca (N=24) e fatores de processamento (FP) para casca lavada e
farinha

Né&o lavada Lavada Seca, farinha
Faixa, Faixa, FP? faixa Faixa, FPS, faixa
Pesticidas mg kg™ mg kg™ (mediana) mg kg™ (mediana)
Acefato (n=5) 0,01-0,5 0,006 - 0,3 0,2-0,6 0,02-11 2,0-5,7
(0,6) (3,2
Clorpirifos (n=1) 0,1 0,08 0,7 0,2 1,9

Dimetoato (n=2) 0,04-0,1 0,005-0,1 0,1-0,7 0,06 -0,4 3,6-10

(0,4 (6,8)
Ometoato (n=3) 0,006 — 0,03 tracos’—0,01 0,3-0,5 0,02 1,3-75

(0,4) (2,8)
Malationa (n=1) 0,02 0,01 0,5 0,07 7,3
Metamidofos 0,01-0,3 0,005-0,1 04-05 0,02-0,8 40-6,8
(n=5) (0,4) (6,2)
Organofosforados 0,006 - 0,3 0,005-0,3 0,1-0,7 0,02-0,8 19-10
(N=17) (0,5) (4,0)
Carbendazim 0,01-0,1 0,006 — 0,05 0,2-0,5 0,04-0,3 5,7-12
(n=5) (0,4) (6,6)
Imidacloprido 0,007 -0,07 0,006 - 0,07 01-10 0,04-0,5 45-15
(n=10) (0,6) (7,6)

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

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

3.5 Amostras de produtos industriais

A Tabela 3.4 mostra os onze analitos detectados em 19 das 30 amostras de
polpa de maracuja congelada analisadas (63%) e a Tabela S8 detalha os resultados.
Carbendazim foi o pesticida mais frequente, detectado em 57,8% das amostras
positivas, seguido de imidacloprido e acefato, ambos detectados em 47% delas. A
concentracdo de carbendazim chegou a 0,1 mg kg™, sendo a concentracdo méaxima
encontrada entre as amostras analisadas. A maioria das amostras tinha mais de um
analito detectado, chegando a seis analitos em uma delas (carbendazim, imidacloprido,
tebuconazol, malationa, piraclostrobina e trifloxistrobina; Tabela S8).

Das 12 amostras industriais de farinha de maracuja analisadas (somente por
LC-MS/MS), quatro continham residuos de pesticidas, principalmente metamidofos
presente em todas as amostras positivas com concentracdo méaxima de 0,05 mg kg™
(Tabela 3.4; Tabela S9). Destas, duas amostras continham, além de metamidofos,

imidacloprido (70 pg kg™ e outra pirimifés-metilico (40 pg kg™).
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Tabela 3.4. Pesticidas detectados (< LOQ ou > LOQ) em amostras comerciais de
polpa congelada e farinha de maracuja por LC-MS/MS

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

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

3.6 Avaliagéo de risco

A Tabela 3.5 resume os resultados da avaliacdo de risco cronico e agudo pelo
consumo de suco de maracuja feito a partir da polpa comercial. Dentre 0s 9 pesticidas
avaliados, ingestdo crénica contribuiu no maximo com 0,009% da IDA e a ingestdo

aguda representou no maximo 0,11% da ARfD para o metamidofos.
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Tabela 3.5. Avaliacdo do risco cronico (%IDA) e agudo (% ARfD) da exposicao de
pesticidas quantificados pelo consumo de amostras de polpa de maracuja comercial

Exposicdo cronica Exposicao aguda
Ingest&o?, Ingest&o®,
Pesticida % IDAC % ARfD®
mg/kg pc /dia mg/kg pc
Acefato 4,8 x107 0,002 4,1 x10° 0,041
Carbendazim 1,2 x10® 0,004 1,4 x10™ 0,138
Difenonazol 2,1 x107 0,002 2,2 x10° 0,007
Imidacloprido 2,4 x10”7 0,000 1,1 x10® 0,003
Malation 2.1x107 0,000 9,7 x10°® 0,000
Metamidofos 3,6 x10” 0,009 1,1 x10° 0,11
. 5 0,002
Tebuconazol 2,3 x10° 0,001 6,9 x10
Piraclostrobina 1,5 x107 0,001 1,1 x10° 0,002
Trifloxistrobina 2,2 x107 0,001 e e

% concentragdo média listada na Tabela 3.3; ® concentragdo maxima listada na Tabela
3.3; ° IDA e ARD listados na Tabela S11; ¢ mulheres em idade gestacional (15-45
anos); * ARfD n&o necessaria

A Tabela 3.6 resume os resultados da avalia¢do de risco cronico e agudo pelo
consumo de farinha de maracuja comercial. Dentre os 3 pesticidas avaliados, ingestao
cronica e aguda contribuiram no méaximo a 1,3 % da IDA e da ARfD do metamidofos,

respectivamente.
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Tabela 3.6. Avaliacdo do risco cronico (%IDA) e agudo (% ARfD) da exposicao de
pesticidas quantificados pelo consumo de farinha de maracuja comercial

Exposicdo cronica Exposicdo aguda
o Ingest&o®?, Ingestao®,
Pesticida _ % IDA°® % ARfD®
mg/kg pc /dia mg/kg pc
Imidacloprido 8,8 x10” 0,14 0,0002 0,04
Metamidofos” 5,4 x107° 13 0,0001 1,3
Pirimifés metil 5,0 x10” 0,17 0,0001 0,05

% concentracdo média listada na Tabela 3.4; ° concentracdo maxima listada na Tabela
3.4; °IDA e ARfD listados na Tabela 3.1.

4. Discussao

Os valores de LOQ estabelecidos neste trabalho, de 5 a 10 pg kg™ sdo
semelhantes a outros estudos que utilizaram detectores seletivos ou espectrometria de
massas (Mufioz et al., 2017; Carneiro et al., 2013; Ferreira et al., 2016; Machado et al.,
2017). Kemmerich et al. (2019) obtiveram valores de LOQ de 2,5 pg kg™ para 90%
dos 170 analitos monitorados no metodo multirresiduos validado na matriz péra
utilizando UHPLC-MS/MS, enquanto valores superiores a 10 pg kg™ também foram
descritos nos equipamentos GC-ECD/GC-MS/MS, GC-MS e UHPLC-Orbitrap/MS
(Paz et al., 2015; Volpatto et al., 2016; Concha-meyer et al., 2019).

As recuperacOes de 34% dos analitos analisados por LC-MS/MS foram
menores que 70% em pelo menos um nivel avaliado. Dentre eles, diazinona e
metidationa, analitos que ndo foram detectados nas amostras analisadas neste trabalho,
e o clorpirifds, que foi detectado em apenas uma amostra com nivel superior ao LOQ
estabelecido para este analito (10 pg kg™) (Tabela S7). O metamidofés apresentou as
menores recuperagdes na matriz polpa de maracuja (63 — 70%), porém o RSD; foi <
20% (Tabela S4). Para compostos de alta polaridade, como é o caso do metamidofds, é
possivel que ndo ocorra um particionamento total durante a extracdo com acetato de
etila (Jardim et al., 2014). Resultados semelhantes foram reportados por outros autores
(Berrada et al., 2010; Lehotay et al., 2010; Mol et al., 2007; Jardim et al., 2014).
Porém, outros estudos reportam boas recuperacdes para metamidofés com uso de
outras técnicas de extracdo e acetonitrila como solvente extrator (Ferrer et al., 2011;
Kemmerich et al., 2019).
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Os LOQs do método analitico encontram-se abaixo dos valores de LMR
estabelecidos pela legislacdo brasileira para a cultura do maracujd (ANVISA, 2021).
Dos 19 analitos detectados, apenas seis tém uso permitido para maracuja (clorfenapir,
difenoconazol, A-cialotrina, imidacloprido, piraclostrobina e tebuconazol) e os niveis
de pesticidas presentes nas amostras de fruto de maracujé analisadas estavam abaixo
do LMR estabelecido pela ANVISA (2021). Imidacloprido e carbendazim foram os
pesticidas mais detectados nas amostras de maracuja, presentes em 23,6 e 21,8% das
amostras analisadas, respectivamente.

Dois pesticidas encontrados nas amostras tiveram seus registros cancelados no
Brasil (ometoato e metamidof6s). O ometoato, metabolito do dimetoato, teve seu
registro cancelado no Brasil ha quase duas décadas (ANVISA, 2002). Nesse estudo,
duas amostras de casca de maracuja continham dimetoato e ometoato, semelhante ao
que foi reportado por outros autores em amostras de frutas (Jardim et al., 2014) e suco
(Ferrer et al., 2011). O metamidofds, metabdlito do acefato, teve seu registro
cancelado no Brasil em 2011 (ANVISA, 2011), e os dois foram detectados juntos em 5
amostras de casca, resultados também reportados por Jardim et al. (2014) em frutas
tropicais. Em ambos os casos (ometoato/dimetoato e metamidofés/acefato), todas as
amostras tém residuos ilegais, ja que o uso de dimetoato ou acefato ndo é permitido no
maracuja. Por outro lado, o tiofanato-metilico, ndo incluido nesse estudo, tem uso
permitido para cultura do maracuja (LMR= 0,5 mg kg™), mas seu metabdlito
carbendazim foi 0 segundo mais detectado nas amostras de casca, com nivel maximo
de 0,1 mg kg™. Nesse caso, ndo se pode afirmar que os residuos de carbendazim s&o
ilegais.

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

Enquanto 32 amostras de casca analisadas continham residuos de pelo menos
um analito (~60%), 14 amostras de polpa (25%) continham residuos. Esse percentual é
bem superior aquele encontrado para fungicidas ditiocarbamatos nas mesmas amostras
por Mozzaquatro et al (2019), quando apenas uma polpa analisada continha residuos
(0,09 mg kg™ CS;), o que é esperado, ja que os ditiocarbamatos ndo s&o sistémicos e
permanecem na casca. Com o objetivo de evitar a contaminagdo cruzada, a polpa foi
separada manualmente sem entrar em contato com a parte externa da casca, que recebe
diretamente a aplicagdo foliar do pesticida. Isso indica que o residuo encontrado na
polpa no presente estudo é devido a agdo sistémica do pesticida, que se transcolou da
casca para a polpa, e detectados em concentracbes bem menores que as da casca.
Juraske et al. (2012) na Colébmbia reportaram que 0s niveis detectadas de varios
pesticidas na polpa de maracuja, para qualquer periodo de coleta, também foram
inferiores as do fruto inteiro, com reducdo de até 85% do seu valor.

O alto percentual de amostras de polpa de maracuja comercial que continham
algum residuo de pesticida (63%) indica uma possivel contaminacgdo cruzada durante o
processo industrial, onde ocorre esmagamento dos frutos para extragdo da polpa
(Embrapa, 2016). E provavel que residuos ainda presentes na casca apds a lavagem
dos frutos sejam transferidos para a polpa, ja que esse processo pode ndao remover
100% dos residuos presentes, como foi observado nesse estudo. Por outro lado, a
lavagem de frutos de maracuja com agua corrente reduziu em até 100% os residuos de
ditiocarbamatos (Mozzaquatro et al., 2019), fungicidas n&o sistémicos.

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

Além dos pesticidas estarem mais presentes na casca, sua desidratacdo
contribui para aumentar a concentracdo inicial dos residuos de pesticidas presentes, o
que ja é descrito na literatura (Gonzalez-Rodriguez et al., 2011). As amostras de
farinha comercial analisadas nesse estudo continham trés dos 30 analitos investigados
por LC-MS/MS, o metamidofos e imidacloprido, também detectados nas amostras de
casca, e 0 pirimifés-metilico, somente detectado nessa matriz em todo estudo. Alem
do nimero pequeno de compostos detectados na farinha, os niveis encontrados foram

menores que aqueles esperados a partir dos niveis encontrados na casca, levando em
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consideracdo o FP. Por exemplo, considerando o nivel méximo de metamidofos na
casca (0,30 mg/kg™) e os processos de lavagem e secagem (FPpmeq.= 0,4 € 6,2), 0 nivel
esperado de metamidofés na farinha seria de 0,22 mg kg™, menor que o valor maximo
encontrado na amostra comercial (0,05 mg kg™). Apesar dessa concluséo ser baseada
na analise de um ndmero limitado de amostras de farinha analisadas (12), é provéavel
que os frutos destinados para a producdo desse produto venham de uma producdo
agricola sem uso intensivo de pesticidas.

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

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

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

5. Concluséao
Este é o primeiro estudo de validacdo de método multirresiduos usando LC-
MS/MS e GC-MS/MS em matrizes de casca e polpa de maracuja, como também é o
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primeiro que reporta dados de pesticidas por método multiresiduos em amostras de
maracuja e seus produtos no Brasil. O método incluiu a determinacéo de 80 pesticidas
e metabdlitos e foi satisfatoriamente validado com LOQ de 5 pg kg™, com excecdo de
diazinona, clorpirifés e metidationa por LC-MS/MS (10 ug kg™).

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

A alta incidéncia de uso de pesticidas ndo autorizados pela legislacéo brasileira
para essa cultura indica que o agricultor pode nédo estar tendo a assisténcia adequada
no campo que o oriente na aplicacdo das boas préaticas agricolas. O monitoramento
desta cultura pelos programas brasileiros é importante, uma vez que 0 nosso pais é o
maior produtor e consumidor mundial de maracuja. A inclusdo dessa cultura no PARA
estd prevista para o biénio 2019/2020 do PARA, poréem dados de residuos ainda nao

estdo disponiveis.
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Material Suplementar

Tabela S3.1. Pardmetros dos 50 analitos no sistema LC-MS/MS (LC Shimadzu-
4000QTRAP SCIEX)

Pesticida T, DP | CE | CXP Transicdo (m/z)? Razéo dos

(mim) [ (V) | (V)| (V) fons®

(RSD, %),

n=67

Acephate 1.1 46 | 11 | 10 |184.04 143 0.1 (16)
25 8 |184.04 125

Aldicarb 3.8 31 | 11 3 208.1 116 0.6 (2.5)
20 3 208.1 89

Aldicarb- 1.4 66 | 13 | 12 |223.00 86 0.9 (4.6)

sulfone

20 3 1223.00 148

Aldicarb- 1.2 41 1 9 | 3 [207.00 132 0.8 (5.3)

sulfoxide

19 3 1207.00 89

Atrazine 6.2 66 | 25 | 12 |216.19 174 0.3(3)
41 6 216.19 104

Azoxystrobin 8.4 46 | 19 | 12 | 404.09 372 0.3 (2.5)
35 | 28 |404.09 344

Boscalid 8.4 71 | 27 | 24 | 343.04 307 0.3(8.4)
27 8 |343.04 139

Buprofezin 10.9 46 | 17 | 16 | 306.08 201 0.6 (2.6)
23 8 |306.08 116

Carbaryl 6 56 | 15 | 10 | 202.08 145 0.3(4.2)
41 8 |202.08 127

Carbendazim 2.4 56 | 25 | 12 |192.65 160 0.5 (45)
43 | 10 |192.65 132

Carbofuran 54 56 | 17 | 12 |222.12 165 0.8 (1.8)
29 8 |222.12 123

Carbofuran-3- 2.2 62 | 21 4 238.1 163 0.7 (3.4)
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Pesticida T, DP | CE | CXP Transicdo (m/z)? Razéo dos
(mim) [ (V) | (V)| (V) fons®
(RSD, %),
n=67
OH 15 2 238.1 181
Chlorpyrifos 111 66 | 27 | 14 | 349.97 198 0.7 (5.2)
49 6 349.97 97
Chlorpyrifos 10.1 61 | 29 8 |321.95 125 0.6 (18)
methyl 23 | 22 |321.95 290
Kresoxim- 94 36 | 11 | 16 | 314.08 206 0.8 (4)
methyl 19 8 314.08 116
Diazinon 9.8 61 | 31 | 12 |305.09 169 0.7 (1.9)
31| 10 |305.09 153
Dicrotophos 1.6 61 | 19 8 |238.03 112 0.7 (3.6)
15 | 16 |238.03 193
Difenoconazole 10.2 81 | 35 | 20 |406.09 251 0.2 (2.2)
65 | 12 | 406.09 188
Dimethoate 2.7 56 | 13 | 16 | 230.03 199 0.6 (2.7)
29 8 |230.03 125
EPN 10.3 66 | 33 | 12 |324.06 157 0.9 (7.2)
19 | 22 | 324.06 296
Epoxiconazole 9 61 | 29 8 |330.05 121 0.3 (10)
71 6 |330.05 101
Ethion 11.1 46 | 15 | 16 |385.03 199 0.7 (2.3)
35| 10 |385.03 143
Ethoprop 8.8 51 | 29 | 10 |243.04 131 0.9 (2.6)
21 14 | 243.04 173
Fenamiphos 9.1 66 | 33 | 16 | 304.07 217 0.4 (7.8)
25 14 | 304.07 234
Phenthoate 9.6 41 | 17 | 12 |321.10 163 1.0 (2.6)
27 8 321.10 135
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Pesticida T, DP | CE | CXP Transicdo (m/z)? Razéo dos
(mim) [ (V) | (V)| (V) fons®
(RSD, %),
n=67
Fluguinconazole 8.8 56 | 35 | 18 | 376.03 307 0.7 (9.8)
29 | 26 |376.03 349
Heptenophos 7.1 61 | 19 | 10 |251.13 127 0.5(2.4)
19 10 | 251.13 125
Imidacloprid 2.5 56 | 21 | 16 |256.04 209 1.0 (1.5)
27 14 | 256.04 175
Fosmet 8 66 | 17 | 12 |317.95 160 0.2 (7.3)
ol 8 317.95 133
Malaoxon 2.7 46 | 46 | 17 |316.10 128 0.7
46 17 | 316.10 127
Malathion 8.7 66 | 19 8 |330.97 127 0.9(9.7)
33 6 330.97 99
Methamidophos 1.1 56 | 19 6 |141.98 112 0.7 (13)
19 6 141.98 94
Methidathion 7.6 36 | 13 | 12 |302.88 145 0.6 (1.7)
29 6 302.88 85
Methiocarb 7.9 31 | 25 8 |226.10 121 0.8 (2.6)
13 12 | 226.10 169
Methomyl 1.6 35 | 13 3 162.9 106 0.4 (2.4)
13 3 162.9 88
Myclobutanil 8.6 56 | 45 | 12 |289.03 70 0.6 (2.4)
47 8 289.03 125
Monocrotophos 14 51 | 21 8 | 224.07 127 0.9 (2.2)
11 16 | 224.07 193
Omethoate 1.1 46 | 17 | 12 [213.99 183 0.8 (7.3)
31 8 213.99 125
Paraoxon- 4.7 71 | 27 | 16 |247.94 202 0.2 (7.4)
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Pesticida T, DP | CE | CXP Transicdo (m/z)? Razéo dos
(mim) [ (V) | (V)| (V) fons®
(RSD, %),
n=67

methyl 25 18 24794 | — 231

Pyraclostrobin 10 31 | 17 | 16 |388.07| — 194 0.7 (2.1)
35 12 | 388.07 | — 163

Pirimicarb 6 61 | 23 | 14 |239.19| — 182 1.0 (3.5)
20 6 23919 | — 72

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

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

methyl 43 6 |306.06 — 108

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

Profenofos 10.5 71 | 25| 26 |37297| — 303 0.6 (3.5)
19 10 | 37297 | — 345

Quinalphos 9.4 51 | 23 | 18 |299.03| — 243 1.0 (2.4)
33| 12 |299.03| — 163

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

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

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

Trifloxystrobin 10.4 56 | 25 | 14 |409.11| — 186 0.5 (18)
61 8 409.11 | — 145

T,= tempo de retencdo; DP: declustering potential;CE: collision energy CXP: collision
cell exit potential; * o fon de quantificacéo esta identificado em negrito; ® Razdo entre

os ions de quantificacdo e qualificacéo.
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Tabela S3.2. Parametros adquiridos no GC-MS/MS para 30 pesticidas

Pesticida TR Energia de re::?Jr;sor r(IJ(()jr:JtO Razdo dos fons”
(min) | colisdo (eVv) | P o P e (RSD, %), n=107
i - 160 N 132
AZ'”pr:‘OIS 18.2 ° 0.6 (11)
Methy 15 132 = 77
5 160.02 | _, | 13201
Azynphos Ethyl 19.3 0.3 (4.7)
10 160.02 |— | 104.01
o5 181.05 |_, | 166.05
Bifenthrin 16.9 0.1 (47)
15 165.05 |— | 139.04
246.98 226.98
Chlorfenapyr | 13.3 20 - 0.3 (22.0)
20 24898 | — | 228.98
15 26698 | _, | 158.99
Chlorfenvinphos 11.1 0.6 (9.4)
15 32297 | — | 266.98
265.88 169.92
Chlorothalonil | 8.1 20 - 0.6 (4.4)
20 265.88 | — | 13294
324.96 268.97
Chlorthiophos | 142 15 - 0.2 (4.8)
10 32496 | — | 296.97
- 163.03 127.02
Cypeml‘(eih“” 21.9 10 - 0.3 (11.7)
pea 25 181.03 | — | 152.03
Cypermethrin 10 163.03 | | 127.02
K2 22.1 0.4 (7.2)
pea 25 181.03 | — | 152.03
Cypermethrin 10 163.03 | | 127.02
ook 3 22.2 0.5 (6.5)
P 25 181.03 | — | 152.03
: 163.03 127.02
Cypeml‘(ezh“” 223 10 - 0.5 (17.2)
pea 25 181.03 | — | 152.03
: 163.02 91.01
Cyfluth{m Peak 214 12 — 03(27.2)
20 206.03 |— | 151.02
: 163.02 91.01
Cyfluth;m Peak 216 12 — 03 (7.7)
20 20603 |— | 151.02
: 163.02 91.01
Cyfluth?r,ln Peak 290 12 — 0.4 (12.7)
20 206.03 |— | 151.02
: 163.02 91.01
Cyﬂuth;rln Peak 99 9 12 — 0.4 (13.7)
20 206.03 |— | 151.02
181.04 152.03
A-cyhalothrin | 18.8 23 - 0.5 (13)
15 197.04 |— | 141.03
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Pesticida TR Energia de re::?Jr;sor r(IJ(()jr:JtO Razdo dos fons”
(min) | colisdo (eV) | P proct (RSD, %), n=107
m/z m/z
20 180.99 _, | 151.99
Deltamethrin 25.1 0.5 (4.4)
18 252.99 — 93
10 167.05 | 125.04
Esfenvalerate 24.1 0.1 (18.5)
10 167.05 — | 139.04
10 163.09 _, | 135.07
Etofenprox 22.5 1.1(1.5)
16 163.09 — | 107.06
20 277.02 _, | 260.02
Fenitrothion 9.6 0.7 (5.3)
10 277.02 — | 109.01
23 181.09 _, | 152.07
Fenpropathrin 17.2 0.4 (8.6)
15 265.13 — 210.1
18 278.02 _, | 109.01
Fenthion 10.1 0.7 (4.8)
18 278.02 — | 127.01
10 167.05 _, | 125.04
Fenvalerate 23.6 0.3(2.5)
10 225.07 — | 119.04
127.03 109.02
Mevinphos 4.9 10 = 0.7 (20.3)
12 192.04 — | 127.03
300.03 223.02
Oxyfluorfen | 13.0 10 - 1.0 (4.9)
12 361.03 — | 300.03
Parathion- 15 263 — 109
Methvl 9.0 0.8 (4.9)
y 15 263 |—>| 127
: 183.04 165.03
Permethlrln peak 20.2 15 — 07 (3.)
15 183.04 — | 168.03
; 183.04 153.03
Permethzrln peak 0.5 15 - 1.1(2.6)
15 183.04 — | 168.03
252.12 162.08
Phendimetalin 10.9 12 = 0.8 (6)
12 252.12 — | 191.09
121.01 65
Phorate 6.9 10 = 0.2 (17.8)
5 260.01 — 75
283.02 96.01
Procymidone 115 15 = 0.5 (6.6)
10 283.02 — | 255.02
10 266.97 _, | 23897
Prothiofos 12.5 0.2 (6.4)
5 308.97 — | 238.97
10 221.05 _, | 193.04
Pyrazophos 19.1 0.4 (4.5
15 221.05 — | 177.04
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Pesticida TR Energia de re::?Jr;sor r(IJ(()jr:JtO Razdo dos fons”
(min) | colisdo (eV) | P proct (RSD, %), n=107
m/z m/z
231.04 175.03
Terbufos 7.7 15 = 0.6 (3.8)
10 231.04 | — | 203.03
257.05 162.03
Triazophos 14.6 10 - 1.0 (4)
10 161.03 | — | 134.03
264.09 160.05
Trifluralin 6.6 15 - 0.9 (9.2)
15 306.1 | — | 264.09
285 212
Vinclozolin 8.9 15 - 0.7 (10.4)
15 212 N 172

2 0 fon em negrito é o de quantificacdo; ° Razdo entre os fons de quantificacdo e

qualificag&o.
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Tabela S3.3. Recuperacdo, repetibilidade e precisdo intermediaria de 50 analitos na

matriz casca de maracuja em LC-MS/MS em 4 niveis de fortificacdo (ug kg ™)

Recuperagéo e

repetibilidade (RSD (), %

Precisdo intermediaria (RSD ),

% (n=8 ou 9)

(n=5)
Pesticida 5 | 10 | 20 | 100 | 5 10 20 | 100
Acephate (?71) (57.‘2) (;_%) (17_2) 18 5.2 17 15
Aldicarb (1113% 93 (8) (%) (?g) 19 6.4 15 | 14
aire | 35 | 69 | @5 | @4 | | B | 7 | 1
gﬁ‘ﬁ:ﬂbé (ig) (f.g) (57.25) (g.%) 17 13 23 | 18
Atrazine (385) (27.72) (Z_é) (??.56) 10 20 5.2 7.4
Azoxystrobin (58l12) (j‘é) (17_%) (749'23) 9.6 10 16 | 42
Boscalid (641) 62 (8) (Ig) (823; 21 23 15 | 90
Buprofezin (;35) (57.52) (?Z_a) (g_25) 8.0 16 19 12
Carbaryl (39;‘3) (j85) (77.‘;) (gé) 82 | 16 | 86 | 60
Carbendazim (gj.;) (Ig) (g.%) (57.55) 10 18 10 8.5
Carbofuran 1(%)5 86 (4) ?75) (ﬁ) 6.4 17 5.0 8.5
it (ﬂ) (g.zz) (2.82) (g.?t) 10 23 10 ] 72
Chlorpyrifos (g.%) (?%) (f_‘(l)) (1(2)) 19 7.0 4.2 9
ﬁﬁ'tﬁrﬁf”m (g.%) (1112(; (11030) (962) 18 13 10 ] 65
rlfm:;;(;)flm (j.;) (111% (?g) (98:§ 50 | 15 2l | 14
Diazinon (;52) (gi) (38_%) (g_%)) 3.0 22 3.2 8.0
Dicrotophos (Z.?)) (Zf)) (g_%) (57_%) 17 8.8 9.5 12
Difenoconazol (ﬂi) (ﬁ) (37_52) (ﬁ) 9.0 10 19 20
Dimethoate (3?%)) (f.%) (Z_%) (39_%) 12 13 | 50 | 30
EPN (332) (179;‘) (27_%) (zg) 11 80 | 70 | 16
Epoxiconazole (2.52) (Ig) (Eg) (LZD 7.5 10 15 20
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Recuperacéao e

repetibilidade (RSD (), %

Precisdo intermediaria (RSD ),

% (n=8 ou 9)

(n=5)
Pesticida 5 10 20 100 5 10 20 100
Ethion (77.35) (77.‘:3) (57_%) (5_52) 10 11 | 45 | 1
Ethoprop (gg) (57 .72) (77 _%) (; _i) 13 19 6 | 12
Fenamiphos (%) (g 2) (Z_%) (f_%) 12 10 | 45 | 65
Phenthoate (; .%) (; .g) (Z_i) (f_%) 11 | 45 | 43 | 32
::eluqumconazo ( g% ) (ig) ( fé ) (1(2)) 95 17 11 15
Heptenophos ?43) (1.95) (;i) (3?.26) 12 8.0 3.2 4.4
Imidacloprid (59%) (57%) (;E:_)) ?7355) 7.5 20 7.5 8.2
Fosmet (t(?g) (?g) ?9(; (g_;) 18 10 10 | 89
Malaoxon (592) (2%) (57_%) (68_79) 4.5 4.1 5.2 6.1
Malathion (;27) (Ié) (?2) (;3(1)) 6.3 13 11 14
IsvI eihamidopho (Z.g) (ig) (Zfs) (37.59) 4.5 8 Lo B
Methidathion (17(_3;) (3_89) (g }3) (11303) 28 6 65 | 13
Methiocarb (17.12) (57.13) (57 17) (Z_‘;) 18 19 18 17
Methomyl (7375F; (1.83) (156) (1_72) 19 13 15 14
Myclobutanil (g’.‘;) (3?.11) (IZ)) (38_31) 20 | 56 14 | 92
g onecrotopho (741.553 (Z.Lcl)) (2 %) (Z.% 62 | 51 | 16 1 16
Omethoate (;.i) (3?%) (37 52) (S_%) 41 | 30 | 30 | 32
moyfon' (1114(; (8: '18) (g 26) (j.g) 10 17 12| 18
Piraclostrobina (56;) (fg) (58_25) (Ig) 15 12 14 13
Pirimicarb (gi) 88()6'0 (Zg) (38_‘;) 19 | 89 | 62 | 89
?Strr?;%hos (729853 (g .51) (Lln (g .%) 15 19 17| 92
E—II(/IIre?tlhp;:())S (f .%) (3? 2) (g.g) (1.72) 32| 55 | 89 | 36
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Recuperacéao e

repetibilidade (RSD (), %

Precisdo intermediaria (RSD ),

% (n=8 ou 9)

(n=5)
Pesticida 5 10 20 100 5 10 20 100
Prochloraz (j%) (fg) (g_g) (Z.Zl) 10 11 14 4.0
Profenofos (st) (gg) (;61) (ﬁ) 32 | 82 | 10 | 11
Quinalphos (j%) (%) (1_59) (g_%) 39 | 75 | 55 | 65
Tebuconazole (g%) (Ig) (2223) (77.52) 5.0 8.9 16 15
Thiobencarb (3(,5.52) (E) (312) (S) 3.2 14 2.4 10
Trichlorfon 2350) (?é) (57%) (772) 15 8.0 4.9 6.1
Trifloxystrobin (;32) (Ig) (27.52) (E) 12 14 3.2 14

EPN= O-Ethyl O-(4-nitrophenyl) phenylphosphonothioate
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Tabela S3.4. Recuperacdo, repetibilidade e precisdo intermediaria de 50 analitos na

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

Recuperacéo e repetibilidade
(RSD ), % (n=4 ou 5)

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

Pesticida 5 10 20 [100| 5 | 10 | 20 | 100
Acephate | 67 (11) | 70 (4) | 69 (13) (941) 15 | 10 | 13 | 17
. 107 | 111 | 66
Aldicard | 98 () | i | am Lz | 20| 24 | 18 | 27
Aldicarb- 86 105
e 85(8) | (15 |78AD || 15 | 12 | 11| 26
Aldicarb- 102
lfodde | 85() | 8013 | 784D | g | 1 | 10 | 14 | 17
Atrazine | 77 (10) | 92 (12) | 92 (12) (93 18 | 14 | 11 | 75
. 111 83
Azoxystrobin 113 (8) | 92 (10 10 12 10 10
y o |1me 2| &
Boscalid | 85 (14) | 96 (13) | 87 (12) 28 0 | 12 | 12 | 85
Buprofezin | 82 (13) | 94 (13) | 99 (12) 22) 18 | 17 | 11| 12
Carbaryl | 78(19) | 96(8) | 92 (9) 1(g§3 2 | 17 | 85 | 13
Carbendazim | 82(14) | 81(7.6) | 89(16) (1128 18 | 85 | 14 | 18
102 | 102 | 113 | 98
Carbofuran (20) (17) (11) 27) 22 19 10 22
Carbooﬂga”'& 73(4) | 82(5) | 89(5) | - | 25 | 22 | 45 | -
. 111 o1
Chlorpyrifos | 94 (19 99 (10 17 | 15 | 10 | 10
Py 19 | (19 (10) | g
Chlorpyrifos 102 87
et 89(1L) | ) | 96O | @ | 18 | 12 | 85 | 12
Kresoxim- 105 73
ety @ | 11@ | ee@d) B | 20 | 14 | 16 | 10
Diazinon | 84 (12) | 85 (12) | 87 (10) ?61) 15 | 20 | 11 | 11
Dicrotophos | 74 (8) | 69 (4) | 83 (11) (385) 2 | 23 | 10 | 8
. 101 88
Difenoconazole | 98 (12) (18) 92 (14) (6) 13 15 14 9
Dimethoate | 100 (5) | 86 (9) | 91 (11) 1(;9 14 | 16 | 10 | 11
EPN 92 (16) | 82 (15) | 93 (7) (775) 17 | 26 | 85 | 15
. 102 76
Epoxiconazole | 88 (19) (18) 82 (22) (10) 22 16 20 11
Ethion 100 | 121 |90(10)| 86 | 14 | 10 | 13 | 10
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Recuperacéo e repetibilidade

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

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

Pesticida 5 10 20 [100| 5 | 10 | 20 | 100
(15) (11) 5)
Ethoprop | 81 (16) | 94 (11) | 94 (10) 2355) 18 | 15 | 10 | 75
Fenamiphos 88 (14) | 96 (10) | 99 (12) (ﬁ) 13 18 12 12
Phenthoate | 79 (15) | 99 (10) | 91 (13) ?92) 14 | 10 | 13 | 12
Fluguinconazole | 89 (10) | 93 (12) | 92 (10) 233‘; 14 | 16 | 10 | 1
Heptenophos | 77 (5) | 80(8) | 90 (8) (f.%) 13 | 16 | 85 | 12
Imidacloprid | 77 (4) | 70(2) | 94 (5) ?3% 24 | 25 | 52 | 95
Fosmete 124 (8) (11170) - - 18 16 - -
Malaoxon | 97 (15) | 95 (14) | 91 (9) 1(%_’ 14 | 13 | 8 | 5
Malathion | 97 (24) (11101) 91 (11) ?91) 20 | 14 | 11| 11
Methamidophos | 63 (20) | 64 (12) (f_g) (72(; 15 | 12 | 75 | 92
Methidathion | 87 (13) | 91 (14) (1105(; (ﬁ) 20 | 15 | 13 | 12
Methiocarb | 73 (17) | 88 (8.0) (365) (,385) 30 | 20 | 25 | 93
Methomyl (33;) 74(12) | 78 (11) (3%) 20 | 2 | 10 | 72
Myclobutanil | 74 (10) | 82 (10) | 90 (15) ?39) 21 | 2 | 14 | 75
Monocrotophos (g_%) 66 (7.2) | 84 (12) (2%) 25 23 10 13
Omethoate | 70 (13) | 78 (9.2) (f%) (%6) 2 | 12 | 13 | 30
Pf;‘;(t’;]‘;”' (77_2) 74 (3.3) (3‘;) (f%) 20 | 21 | 84 | 81
Piraclostrobina (1105) éﬂ) 93 (15) (2%)) 14 9.9 12 13
Pirimicarb (26_2) 87 (18) | 88 (15) (gg) 23 | 19 | 14 | 638
Pirimiphos | g/ (99 (1100% 94 (12) (%) 20 | 12 | 12 | 10
Meﬁ:}:illmiphos 84 (14) | 94 (12) (357) (68%) 20 | 16 | 87 | 88
prochloraz | 89(15) | %0 |ss12) | B | 15 | 16 | 12 | 68
(16) (7.1)
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Recuperacéo e repetibilidade
(RSD ), % (n=4 ou 5)

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

Pesticida 5 10 20 100 5 10 20 100
Profenofos 91 (17) | 97 (11) |91 (11) (186) 18 16 12 11
Quinalphos | 85 (10) | 94 (11) |92 (11) (%) 14 | 15 | 11 | 92
75 77
Tebuconazole (3.6) 85 (17) 85 (20) (10) 19 20 25 12
. 101 89
Thiobencarb 77 (14) | 93 (11) 9.9) | (2.5) 26 11 9.1 7.4
: 103 88 143
Trichlorfon (12) 95 (13) @1) | (24) 13 15 4.5 35
. . 101 101 73
Trifloxystrobin (10) (11) 97 (12) 6.3) 15 12 95 16

EPN= O-Ethyl O-(4-nitrophenyl) phenylphosphonothioate
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Tabela S3.5. Ensaios de recuperacdo na matriz casca de maracuja em GC-MS/MS em

3 niveis de fortificacéo (ug kg™)

Recuperacéo e repetibilidade
(RSD /), % (n=5)

Precisdo intermediaria

(RSD p), % (n=8)

Pesticida 5 10 50 5 10 50
Azinphos-Ethyl 104 (5.0) | 87 (11) | 76 (7.5) 55 12 7.5
Azinphos-Methyl 95(11) | 70(4.2) | 77 (5.5) 9.5 5.2 9.2
Bifenthrin 87 (6.5) | 99 (10) | 112 (9.0) 7.5 16 18
Chlorfenapyr 83 (17) | 86(18) | 103(11) 19 19 19
Chlorfenvinphos 62 (3.5) | 89(0.3) | 73(1.5) 3.2 6.0 6.0
Chlorothalonil 98 (12) | 108 (2.5) | 78 (6.0) 8.2 12 14
Chlorthiophos 70(3.5) | 88(19) | 103 (10) 19 18 18
Cipermetrin 78 (12) | 73(11) | 82(2.2) 16 20 15
Cyfluthrin 81(12) | 76(7.2) | 77(5.2) 9.6 19 20
Deltamethrin 103 (16) | 105 (8.5) | 104 (8.0) 18 14 13
Esfenvalerate 79 (10) | 99 (15) | 101 (8.5) 8.5 17 16
Etofenprox 94 (6) 99 (18) | 99 (8.5) 7.5 18 16
Fenitrothion 114 (6.6) | 80 (7.0) | 78 (2.0) 55 6.5 55
Fenpropathrin 79 (6.4) | 95(12) | 111 (8.4) 8.0 16 19
Fenthion 109 (8.6) | 80(9.5) | 83(1.5) 7.0 22 10
Fenvalerate 111 (4.6) | 102 (13) | 97 (9.5) 16 19 14
A-cyhalothrin 77 (13) | 103 (16) | 120 (8.5) 12 22 22
Mevinphos 61 (6.5) | 80(18) | 86 (11) 20 16 10
Oxyfluorfen 77 (11) | 93(18) | 105 (10) 12 20 15
Parathion-Methyl | 109 (6.4) | 77 (6.6) | 73 (2.5) 24 7.2 54
Permetrin 74 (4.0) | 71(7) 77 (4.0) 11 17 16
Phendimetalin 80 (8.5) | 88(18) | 100 (12) 8.5 20 18
Phorate 89 (10) | 85(10) 74 (5) 14 12 4.0
Procimidona 82 (4.6) | 73(3.6) | 76 (1.5) 6.5 8.2 7.2
Prothiofos 67 (7.4) | 88(4.0) | 107 (11) 15 10 19
Pyrazophos 79(4.2) | 84(12) | 86(11) 10 13 16
Terbufos 69 (6.5) | 76 (4.6) | 98 (10) 55 4.6 20
Triazophos 94 (8.2) | 80(6.5) | 77(3.5) 12 7.5 6.0
Trifluralin 89 (11) | 72(15) | 97 (15) 9.5 9.8 13
Vinclozolin 81 (10) | 108 (2.5) | 74 (10) 8.5 1.8 9.5
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Tabela S3.6. Ensaios de recuperacdo na matriz polpa de maracuja em GC-MS/MS em
4 niveis de fortificacio (ug kg™)

Recuperacéo (%) e precisdo (RSD

Precisdo intermediaria (RSD

r), %0 (n=5) p), %0 (n=8)
Pesticida 5 10 50 5 10 50
Azinphos-
ety 102(2) | 87(7) 92 (13) 6,0 8,0 10
Azinphos-
ety | 69(5) | 70(19) 71 (31) 17 14 25
Bifenthrin | 84 (7) | 111(12) | 128(5) 19 125 20
Ch'on:e”apy 128 (20) | 95(7) 82 (16) 19 10 16
Chlorfenvin 129
hos 165 | 92(45) | 90(4) 15 7 11
Ch'orr]‘i’ltha'o 96 (9) 72 (9) 102 (1) 8 15 4
Ch'og:"’ph 122(17) | 89 (7) 91 (15) 16 32 12
Cipermetrin | 88 (8) 93 (16) 104 (4) 21 14 9
Cyfluthrin | 96 (33) | 88 (20) 87 (21) 33 20 16
Deltametinl | 113 ) | 9510) | 93(16) 10 9 125
ESfe”;’a'erat 123(17) | 91 (7) 93 (18) 10 8 14
Etofenprox | 100 (11) | 90 (8) 90 (14) 8.5 5 12
Fenitrothion | 100 (6) | 80 (9) 103 (2) 21 9 2
FenpIopet | gg(e) | s8(6) | 91(155) | 18 5 12
Fenthion 113 (4) 90 (2) 103 (3) 4 4 5
Fenvalerate | 111 (17) 92 (10) 91 (16) 14.5 9 13
-
eyhalothrin | 124@3) | 91(7) 91 (14) 10 6 14
Mevinphos | 85 (4) 81 (9) 82 (7) 18 8.5 7
Oxyfluorfen | 74 (12) | 81(9) 92 (15) 13 14 13
Parathion-
methyl | 12907 | 88(5) 103 (2) 15 9 11
Permetrin 88 (8) 84 (8) 96 (16) 21 22 12
Phe”?r']meta' 101(9) | 82(5) 103 (3) 7 5 5
Phorate 102 (4) 100 (2) 87 (5) 7 3 4
Proc';”'d"” 98(13) | 88(85) | 83(4) 16 9 3
Prothiofos | 137 (14) 92 (7) 102 (2) 13 7 10
Pyrazophos | 100 (19) 88 (7) 90 (16) 17 8 12
Terbufos | 97 (4) | 84 (10) 102 (2) 12 9 10
Triazophos | 87 (19) | 90(9) | 92 (1L5) 35 7 9.5
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Trifluralin

118 (7)

96 (4.5)

76 (5)

Vinclozolin

125 (7)

93 (5.5)

103 (4)
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Tabela S3.7. Residuos de pesticidas em amostras de maracuja (casca, polpa e fruto)
por LC-MS/MS ou GC-MS/MS

Amostra Casca (mg kg ™) Polpa (mg kg ) Fruto (mg kg 1)*
3/16-BA Deltamethrin (0,007) Nd Deltamethrin (0,004)
4/16-BA Chlorothalonil (0,01) Nd Chlorothalonil (0,006)
6/16-BA Dimethoate (0,2) Nd Dimethoate (0,1)
A--cihalothrin (0,04) A-cyhalothrin (0,03)
Omethoate (0,03) Omethoate (0,02)
8/17-BA Carbendazim (0,05) Nd Carbendazim (0,03)
9/17-BA | Carbendazim (< LOQ) Nd Carbendazim (0,002)
Difenoconazol (0,005) Difenoconazol (< LOQ)
Methamidophos (0,006) Methamidophos (0,004)
Profenophos (0,015) Profenophos (0,009)
13/18-BA Cypermethrin (0,5) Cypermethrin Cypermethrin (0,4)
Difenoconazol (< LOQ) (0,01) Difenoconazol (< LOQ)
Dimethoate (0,04) Imidacloprid Dimethoate (0,03)
Imidacloprid (0,04) (<LOQ) Imidacloprid (0,03)
A-cyhalothrin (0,02) A-cyhalothrin (0,02)
Omethoate (0,02) Omethoate (0,01)
Tebuconazol (0,02) Tebuconazol (0,01)
14/18-BA Cypermethrin (0,1) Cypermethrin Cypermethrin (0,07)
Imidacloprid (0,007) (0,01) Imidacloprid (0,005)
A-cyhalothrin (0,01) A-cyhalothrin (0,007)
Omethoate (0,005) Omethoate (< LOQ)
15/18-BA Cypermethrin (0,07) Cypermethrin Cypermethrin (0,05)
(0,01)
16/18-BA Imidacloprid (0,04) Imidacloprid Imidacloprid (0,02)
(0,005)
17/18-BA Imidacloprid (0,04) Nd Imidacloprid (0,02)
18/16-DF Methamidophos Nd Methamidophos
(<LOQ) (<LOQ)
20/16-GO Acephate (0,01) Acephate (0,007) Acephate (0,007)
Deltamethrin (0,015) Deltamethrin (0,007)
Methamidophos (0,02) Methamidophos (0,008)
Methomyl (0,01) Methomyl (0,006)
21/16-DF Chlorfenapyr (0,02) Nd Chlorfenapyr (0,009)
Malathion (0,02) Malathion (0,01)
23/16-GO | Carbendazim (0,005) Nd Carbendazim (< LOQ)
Imidacloprid (0,02) Imidacloprid (0,007)
24/16-GO | Chlorpyriphos (0,13) Nd Chlorpyriphos (0,06)
25/16-DF Carbendazim (0,02) Nd Carbendazim (0,01)
A-cyhalothrin (0,03) A-cyhalothrin (0,02)
27/16-GO Acephate (0,5) Acephate (0,01) Acephate (0,25)
Esfenvalerato (0,02) Esfenvalerato (0,005)
Fenvalerato (0,04) Fenvalerato (0,01)
Methamidophos (0,09) Methamidophos (0,04)
29/16-DF Acephate (0,06) nd Acephate (0,03)
Carbendazim (0,09) Carbendazim (0,05)

104




Amostra

Casca (mg kg ™)

Polpa (mg kg ™)

Fruto (mg kg )*

Chlorfenapyr (0,05)
Methamidophos (0,015)
Piraclostrobina (< LOQ)

Chlorfenapyr (0,02)
Methamidophos (0,008)

32/17-GO Carbendazim (0,15) Chlorothalonil Carbendazim (0,07)
Chlorfenapyr (0,005) (0,005) Chlorfenapyr (< LOQ)
Chlorothalonil (0,05) Chlorothalonil (0,03)
Imidacloprid (< LOQ) Imidacloprid (< LOQ)
Methomyl (< LOQ) Methomyl (0,001)

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

Imidacloprid (0,03) (0,005) Imidacloprid (0,02)

35/17-GO Acephate (0,4) Acephate (0,09) Acephate (0,25)

Deltamethrin (0,02) Imidacloprid Deltamethrin (0,01)
Imidacloprid (0,07) (0,006) Imidacloprid (0,04)
Methamidophos (0,3) Methamidophos Methamidophos (0,2)
(0,03)

38/17-DF Acephate (0,02) Acephate (0,01) Acephate (0,01)
Carbendazim (0,03) Carbendazim Carbendazim (0,01)
Chlorfenapyr (0,007) (<LOQ) Chlorfenapyr (< LOQ)
Methamidophos (0,01) Methamidophos (0,005)

39/17-DF | Carbendazim (0,015) Nd Carbendazim (0,007)
Imidacloprid (< LOQ) Imidacloprid (0,005)

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

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

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

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

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

(0,008)

48/17-RJ Chlorothalonil (0,01) Nd Chlorothalonil (0,006)
A-cialothrin (0,005) L-cialothrin (< LOQ)

52/18-RJ Imidacloprid (0,05) Imidacloprid Imidacloprid (0,03)

(0,005)
53/18-RJ Acephate (0,2) Acephate (0,02) Acephate (0,15)
Chlorothalonil (0,006) Imidacloprid Chlorothalonil (< LOQ)
Imidacloprid (0,07) (0,007) Imidacloprid (0,05)
54/18-RJ Carbendazim (0,02) Imidacloprid Carbendazim (0,009)
Imidacloprid (0,04) (0,005) Imidacloprid (0,03)
Methomyl (< LOQ) Methomyl (< LOQ)
55/18-RJ Chlorfenapyr (0,015) Nd Chlorfenapyr (0,009)

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

LOQ foram considerados como %2 LOQ
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Tabela S3.8. Residuos de pesticidas em 30 amostras comerciais de polpa de maracuja
congelada de 11 marcas diferentes

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

LOQ), difenoconazol (0,006)
36/20 carbendazim (0,006); tebuconazol (< LOQ) CAMTA
20/20 Nd Eva polpas
21/20 Nd Eva polpas
45/20 Nd Eva polpas
46/20 carbendazim (0,01), imidacloprido (0,006), tebuconazol | Eva polpas
(0,008), malationa (< LOQ), piraclostrobina (< LOQ),
trifloxistrobina (0,005)
49/20 acefato (0,01), imidacloprido (0,006), malationa (0,007), | Eva polpas
difenoconazol (0,005)
40/20 Nd Fruta
22/20 carbendazim (0,07); imidacloprido (< LOQ) Frutaé
47/20 acefato (0,007); carbendazim (0,008), imidacloprido | Frutaé
(0,008), tebuconazol (0,005), piraclostrobina (< LOQ)
12/20 acefato (0,03); metamidofos (0,008); imidacloprido | Marca A®
(0,006);
13/20 carbendazim (0,006); imidacloprido (0,005); Marca A®
14/20 carbendazim (0,02); imidacloprido (0,007); Marca A?
17/20 carbendazim  (0,04); imidacloprido (<  LOQ); | Frutpres
difenoconazol (< LOQ)
32/20 acefato (0,02) Frutpres
33/20 acefato (0,009); carbendazim (0,025); imidacloprido | Frutpres
(0,006)
48/20 acefato (0,007), imidacloprido (0,005) Frutpres
18/20 Nd FrutySul
19/20 Nd FrutySul
24/20 Nd FrutySul
25/20 acefato (0,005); carbendazim (< LOQ) FrutySul
41/20 Nd FrutySul
42/20 acefato (0,008) FrutySul
35/20 carbendazim (0,02); difenoconazol (0,005) Mais fruta
44/20 Nd Nature
37/20 carbendazim (0,006); Sempre Viva
38/20 carbendazim (0,1); imidaclorprido (0,005); | Triangfrut

piraclostrobina (0,008)

% marca da amostra com restricdo de divulgacdo; * amostras da mesma marca sdo de

lotes diferentes
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Tabela S3.9. Residuos de pesticidas em 12 amostras

maracuja congelada de 11 marcas diferentes

comerciais de farinha de

Amostra | Pesticida (mg kg™) Marca
26/20 Nd Amo Cha
11/20 metamidofos (0,04) Dieb energia natural
39/20 Nd Estacdo verde Produtos
Naturais
09/20 metamidofos (0,04) Frutos da terra
16/20 metamidofos (0,04), imidacloprido (0,07) Frutos da terra
30/20 Nd Leve Crock
28/20 Nd Rei das Castanhas
10/20 metamidofos (0,05), pirimifés metilico (0,04) | San Mar
27/20 Nd Unilife Vitamins
31/20 Nd Vigor e Saude
29/20 Nd Vitalicia
23/20 Nd Vitalin sem glaten
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CAPITULO 4: RESIDUOS DE PESTICIDAS EM FOLHAS DE PASSIFLORA
EDULIS SIMS UTILIZANDO LC-MS/MS

Resumo

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

utilizacdo de pesticidas nesse tipo de planta medicinal.
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1. Introducéo

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

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

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

Diversos métodos de preparo de amostra em outras espécies medicinais tém
sido desenvolvidos para melhorar a determinacdo de pesticidas multiclasses, 0s quais
incluem o uso de extracdo solido-liquido (Rodrigues et al., 2006), extracdo em fase
solida (SPE) (Chen et al., 2012; Hou et al., 2016; Li et al, 2017; Park et al., 2006;
Tong et al., 2013), dispersdo de matriz em fase sdlida (MSPD) (Liu et al., 2015;
Aquino et al.,, 2011; Cao et al., 2015), microextracdo liquido-liquido dispersiva
(DLLME) (Chen et al., 2013) e extracdo assistida por micro-ondas (MAE) (Pareja et
al., 2015). A identificagdo e quantificacdo dos pesticidas podem ser feita por
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cromatografia gasosa acoplada a detectores de massas (GC-MS, GC-MS/MS), captura
de elétrons (ECD, Electron Capture Detector), fotométrico de chama (FPD, Flame
Photometric Detector), nitrogénio e fosforo (NPD, Nitrogen Phosphorus Detector) e
cromatografia liquida acoplada a detectores de massas (LC-MS, LC-MS/MS).

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

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

processamento para folha seca de P. edulis foram estimados.

2. Materiais e Métodos

2.1 Reagentes e padroes

Solventes grau-HPLC acetato de etila, acetonitrila e metanol foram obtidos da
Merck (Darmstadt, Germany). Grau-HPLC tolueno foi obtido da Mallinckrodt Baker
(Phillipsburg, USA); Acido acético e acetato de sodio anidro (99.5 %) da J. T. Baker
(Phillipsburg, NJ). Sulfato de magnésio anidro foi obtido da Sigma-Aldrich (> 99.5 %)
(St. Louis, MO). PSA (primary-secondary amine) foi obtido da Supelco (Bellefonte,
PA), e formiato de aménio da Fluka (Buchs, Switzerland). Padrdes analiticos de 50
compostos (94 -100% de pureza) foram adquiridos da Accu Standard (USA) (Tabela
S1, Material Suplementar). Solucdes mae individuais dos pesticidas (1 mg mL ™)

foram preparadas em 10 mL (baldes volumétricos calibrados com certificacdo “A”)
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em tolueno, metanol, acetona ou acetato de etila, de acordo com a solubilidade e
estabilidade de cada composto.
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2.2 Amostras

Para fins de validacdo da metodologia analitica, foram coletados cerca de 3 kg
de folhas das espécies P. edulis e P. alata, produzidos em sistema de cultivo organico
no Distrito Federal. No total, 53 amostras de folhas (P. edulis) foram coletadas
diretamente de 51 produtores de maracujé brasileiros, com areas de producdo nos
estados da Bahia, Rio de Janeiro, Goiés e Distrito Federal (Mozzaquatro et al., 2019;
Anexo 1). Todos sdo produtores do sistema convencional, e as amostras foram
coletadas no periodo de fevereiro de 2016 a fevereiro de 2018. As amostras foram
identificadas, pesadas e posteriormente armazenadas a — 15 °C para posterior

processamento e analise.

2.3 Preparo das amostras

Cerca de 100 g de amostra de folha fresca congelada foi homogeneizada e
processada em liquidificador. O preparo da amostra foi baseado no estudo de Jardim et
al. (2014). Em resumo, 15 g de amostra foi pesado em tubo falcon de 50 mL, foram
adicionados 15 mL de acetato de etila (acido acético, 1%), seguido de agitacdo em
vortex por 1 minuto. Logo, foi acrescentado 6 g de (MgSO,) e 1,5 g de H3COONa,
agitando-se manualmente por 1 minuto e centrifugando-se (3500 rpm/5min.). Foram
transferidas 6 mL de fase orgénica para tubo falcon de 15 mL contendo PSA e MgSO,
(300 e 900 mg, respectivamente), agitou-se por mais 1 minuto. 1,5 mL do extrato
foram transferidos para vial, que foram evaporados sob N, ressuspendidos com
MeOH:H,0 (50:50) e filtrados com filtro de 0,45 um para inje¢do no LC- MS/MS.

Inicialmente, todas as amostras de folha fresca foram analisadas em duplicata.
Para aquelas com concentracfes superiores ao Ultimo ponto da curva de calibracéo,
foram realizadas diluicdes, quantas vezes necessarias, até atingir valores dentro da
faixa linear de trabalho. Amostras controle (QC) fortificadas contendo todos os
analitos do escopo, com duas replicatas auténticas em pelo menos um nivel de
fortificacdo (10 pg kg™), e amostra branco foram analisadas durante os batches de
injecOes das amostras reais no sistema LC-MS/MS.
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2.4 Fator de processamento

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

2.5 LC-MS/MS

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

2.6 Validagéo

A validagdo do método foi realizada de acordo com as recomendagdes
preconizadas por SANTE 11813/2017, descritos em detalhe na Sec¢do 3.2.5 Validacédo
do método. Foram avaliados a seletividade (existéncia de interferentes com mesmo
tempo de retencdo que os pesticidas de interesse) e linearidade (cinco niveis de
concentragdo, trés repeticdes, calibracdo externa em matriz). Diferentes fatores de

ponderacao foram testados (1/x, 1/x%, 1/y, 1/y?) para analitos cujos dados da curva dos
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minimos quadrados se mostraram heterocedasticos. As concentracdes da curva de

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

Recuperacdes dos analitos em cada matriz (em %) foram avaliadas em 4 niveis
de concentracdo no mesmo dia (n=5), pelo mesmo analista, de onde também foi
estimado a repetibilidade (% RSDr). A precisao intermediaria foi avaliada repetindo o
mesmo experimento em outro dia (% RSDp, n=8-10). Para cada pesticida, o LOQ foi
definido como o nivel mais baixo para o qual o método foi validado de forma
satisfatoria (recuperag@o entre 70 e 120% e RSDr e RSDp < 20%). Todas as replicatas

usadas para validacdo foram preparadas a partir de solucdes de trabalho de mistura.

3. Resultados

3.1 Validacgéo

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

A grande maioria dos compostos avaliados obtiveram dados homocedéasticos
(Fcalc < Ftab, 5; 3) com excecéo de aldicarbe sulfoxido, carbendazim, metiocarbe e
pirimicarbe, que obtiveram comportamento heterocedasticos (Fcalc > Ftab, 5; 3), para
os quais foram utilizadas ponderacGes que obtiveram os menores valores de somatério
de erros (1/x2, 1/x, 1/x* e 1/x, respectivamente).

A Figura 4.2 apresenta resumidamente os resultados dos ensaios de
recuperacdo (%), repetibilidade (RSDy, «) e precisdo intermediaria (RSDy %) obtidas
durante a validacdo em 4 diferentes concentragdes para 49 analitos em folha de P.
edulis analisados por LC-MS/MS. Os dados gerais podem ser vistos na Tabela S1
(Material suplementar).

A maioria dos analitos obteve recuperagdes entre 70 e 120% (Figura 4.2A).

Doze analitos apresentaram recuperacdes menores que 70% em pelo menos um nivel

114



de fortificacdo (63 — 69%). Metamidofds foi o pesticida que apresentou 0s menores
valores de recuperagdo nos trés primeiros niveis (entre 63 e 66%, Tabela S1).
Clorpirifos, aldicarbe e pirimicarbe obtiveram as maiores recuperacdes no maior nivel,
145, 139 e 137%, respectivamente. A repetibilidade (RSD;,) foi menor que 20% em
todos analitos nos trés menores niveis e para dez analitos os percentuais variaram de
21 a 28% no nivel 0,05 pg kg™ (Figura 4.2B; Tabela S1). A RSD,, foi inferior a 20%
para maioria dos analitos nos quatro niveis avaliados (Figura 4.2C e Tabela S1). Os
percentuais de RSD, para carbofurano, aldicarbe sulfoxido e epoxiconazol foram de
21e 28% nos niveis 10 e/ou 50 pg kg™. Apesar dos desvios pontuais relacionados aos
parametros de validacdo, o LOQ foi definido como 0,005 mg kg™ para todos os

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

5 ug/kg 10 ug/kg 20 pg/kg 50 pg/kg A

m<]l0 ®m]10-20% ®™21-24%

5 ng/kg 10 pg/kg 20 pg/kg 50 pg/kg B
m25-10% m11-20% m21-31%

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

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

3.2 Amostras reais e fatores de processamento

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

No total, foi detectada a presenca de pelo menos um analito em 32 amostras de
folha analisadas (60.4%). Carbendazim foi o mais frequente, detectado em 59% das
amostras positivas, seguido de difenoconazol e tebuconazol, presentes em 44% das
folhas, respectivamente. O nivel méximo de 12 mg kg™ foi quantificado em uma
amostra de folha fresca para carbendazim, que apGs 0 processo de secagem a
concentracdo chegou a 40 mg kg™

Os fungicidas triazois juntos representam 87,5% das deteccBes nas amostras
positivas. As concentracbes maximas nas folhas frescas e secas variaram de 0,6 e 0,7
mg kg™ e 4,9 e 3,5 mg kg™para difenoconazol e tebuconazol, respectivamente (Tabela
S2). O maior fator de processamento foi obtido para tebuconazol, cuja concentracao
inicial aumentou cerca de 9 vezes (FP=9,3).

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

Dentro dos pesticidas detectados nas amostras de folha, mais da metade
(69,2%) ndo tem uso autorizado para cultura do maracuja no Brasil, e correspondem
aos inseticidas organofosforados (acefato, clorpirifés, metamidofés, ometoato,
dimetoato, profenofés e malationa), carbamatos (metomil) e ao carbendazim, que
sozinho foi 0 mais frequente, e também ndo tem uso permitido na cultura da Passiflora
pela legislacdo brasileira, porém sua presenca pode ter sido devido ao uso de tiofanato-

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

Analito Folha fresca, faixa FP, faixa; Folha seca, faixa”
mg kg™ (n° positivas)  mediana (n%) mg kg™
Acefato 0,02 - 1,3 (6) 3,7-5,2; 4,4 (4) 0,09 - 4,9
Clorpirifés (10)0,01-16(2) 2,1-56;3,8(2) 0,1-6,0
Dimetoato 2,5(1) 4,9 12
Malationa 0,2 (1) 4,9 1,0
Metamidofds 0,6 (1) 4,0 2,2
Ometoato 0,02 -0,3 (2) 3,9 (1) 0,07 -1,2
Profenofos 0,01 -0,06 (3) 55-6,2; 5,2 (3) 0,06 -0,3
Organofosforados 0,01 -2,5 (24) 2,1-6,2;4,9 (13) 0,06 - 6,0
Difenoconazol tracos — 0,6 (14) 50-8,4; 6,6 (9) 0,02-49
Tebuconazol tracos — 0,7 (14) 2,0-9,3;5,8(11) 0,02-3,5
Triazois Tracos — 0,7 (28) 2,0-9,3; 6,0 (20) 0,02-4,9
Metomil 0,02-0,8 (3) 3,2-5,0;4,0 (3) 0,05-3,8
Carbendazim 0,01 -12(19) 3,0-7,7;5,4 (13) 0,06 — 40
Imidacloprido 0,008 -2,2 (8) 4,1-6,3;5(4) 0,04 -9,3
Trifloxistrobina 0,01 -0,07 2,9-8,6; 4,5 (6) 0,08 -0,2

Valores de FP calculados; ° concentracdes estimadas na folha fresca para todas

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

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

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

Estudo anterior do nosso grupo (Mozzaquatro et al., 2019) reportou que 43,4%
das mesmas 53 amostras de folha analisadas nesse estudo continham residuos de
fungicidas ditiocarbamatos, percentual menor que aquele para pesticidas incluidos no
método multirresiduos (60%). Carbendazim foi o pesticida detectado com maior
frequéncia nas amostras de folha, em niveis que chegaram a 12 mg kg*. O
carbendazim ndo é permitido para uso em maracuja no Brasil, mas é um metabélito do
tiofanato-metilico, que possui autorizagdo de uso nessa cultura e nao foi incluido nesse
estudo. Nos frutos das mesmas plantas, o carbendazim foi o segundo pesticida mais
detectado na casca (18,2%), mas foi detectado em apenas uma amostra de polpa em
niveis tracos (Capitulo 3; Tabela S7). Clorpirifés e imidacloprido foram detectados
com frequéncia de 31 e 25% dentre as amostras de folhas positivas, e tambem
detectados nos frutos (Capitulo 3; Tabela S7). Estes trés pesticidas estdo entre os mais
detectados em amostras comerciais de chas e plantas medicinais coletadas na Unido
Europeia e outros paises, presentes em quase metade das 75 amostras analisadas
(Lozano et al., 2012). Apesar da elevada frequéncia de deteccdo dos fungicidas
triazdis nas folhas (53%), estes pesticidas foram detectados em apenas duas amostras
de casca (Capitulo 3; Tabela S7).

A presenca de pesticidas em plantas medicinais geralmente é proibida, mas se
tratando de espécies de Passiflora, esses residuos podem estar presentes nas folhas
utilizadas como matéria-prima vegetal devido ao uso de pesticidas durante 0 manejo
agricola dos frutos (Bicchi et al., 2003). Zuin et al. (2003a) encontraram residuos de

pesticidas organoclorados e/ou organofosforados em 23% das 26 amostras comerciais
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brasileiras de passiflora, inclusive tetradifon (0,07 mg kg™), clorotalonil (0,021 mg
kg™) e malation (0,060 mg kg™). No Brasil, a falta de identificacdo da espécie de
Passiflora é bastante comum nas passifloras comerciais e investigacbes quanto a
presenca de residuos de pesticidas nessas espécies sdo escassas no mundo todo.
Pesticidas organoclorados e organofosforados foram os mais detectados em amostras
comerciais de ervas medicinais chinesas, em concentragdes que chegaram a 0,2 mg kg
! (Tong et al., 2014). Taha e Gadalla (2017) encontram todas as 9 amostras de
camomila seca (Matricaria recutita) contendo residuos de pesticidas, incluindo
clorpirifés, fentoato e tebuconazol (méximo de 0,13 mg kg™).

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

esperada, mas a estimativa dos fatores de processamento € inédita na literatura.

5. Concluséo

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

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

medicamento.
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Material Suplementar

Tabela S4.1. Recuperacdo, repetibilidade e precisdo intermediaria de 49 analitos na
matriz folha de maracuja em LC-MS/MS em 4 niveis de fortificagdo (ug kg ™).

Recuperacéo (RSD ), %

Precisdo intermediaria (RSD p), %

Pesticida (n=5) (n=8 ou 10)
5 10 20 50 5 10 20 50
Acefato 77 74 66 71 12 15 26 10
(10) (16) | (8.8) | (2.0)
Aldicarbe 108 92 83 139 10 7.0 55 31
(13) | (7.5) | (6.0) | (26)
Aldicarbe 93 87 74 78 13 16 14 16
sulfona (12) (19) | (4.5 | (14
Aldicarbe 128 100 77 115 23 20 11 20
sulfoxido (4.5) | (24) (11) (21)
Atrazina 109 90 75 97 8.2 8.5 8.2 11

65) | (55 | (7.0) | (5.0)

Azoxistrobhina

81 | 74 | 80 | 110
12) | @1 | 40 | (21)

18 17 4.0 17

Boscalida

94 | 99(9) | 76 | 118
(10) (10) | (11)

7.5 19 8.5 10

Buprofezina

88 | 83 | 76 | 122
3.0) | (18) | 6.0) | (10)

7.0 17 6.5 10

Carbaril

78 | 98 84 | 138
4.0) | (6.0) | (40) | (20)

10 8.2 4.0 21

Carbendazim

o6 | 84 | 78 | 101
8.0) | (18) | 8.0) | (9.0)

13 15 8.0 17

Carbofurano

99 | 101 | 88 | 137
13) | (5.0) | 55) | (22)

21 10 6.0 29

Carbofurano-34{ 65 83 - - 18 10 - -

OH (14) (11)

Clorpirifds 126 83 103 145 3.5 23 18 29
(3.5 | (20) (11) | (4.0)

Clorpirifos 109 70 67 95 16 19 23 14

metilico (15) (21) (14) (14)

Cresosim- 107 85 69 108 8.3 9.7 4.6 14

metilico 9.0) | (9.1) | (3.7) | (18)

Diazinona 100 91 78 128 5.2 21 3.0 2.5
(6.0) | (16) | (1.8) | (2.0)

Dicrotofds 94 74 69 125 18 19 17 13
(12) | (7.0) | (4.0) | (3.0)

Difenoconazo | 100 81 68 105 11 21 3.8 2.8

I 12) | (7.7) | (4.3) | (3.1)

Dimetoato 89 | 90(4) 91 110 18 10 5.6 11
(9.8) (5.8) | (12)

EPN 127 99 73 114 12 18 10 7
(15) | (11.9) | (10.1) | (6.7)

Epoxiconazol 82 104 71 95 25 28 15 24
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Recuperacéo (RSD ), %

Precisdo intermediaria (RSD p), %

Pesticida (n=5) (n=8 ou 10)
5 10 20 50 5 10 20 50

e (24) | (5.0) | (6.0) | (22)

Etiona 137 80 77 123 13 11 7.0 17
(3.0) | (5.5) | (6.0) | (7.0

Etoprofés 125 98 77 73 20 15 10 9.0
(7.8) | (13) | (2.8) | (10)

Fenamifds 75 77 71 117 15 21 8.0 2.0
(12) 19 | (7.0) | (3.0

Fentoato 115 97 70 108 5.0 14 7.0 4.0
(16) (12) | (6.0) | (4.0

Fluquinconaz | 125 97 72 105 5.5 17 7.6 13

ole (25 | (14) | (7.0) | (3.0

Heptenofos 131 99 100 132 8.0 15 12 26
(3.1) | (5.3) | (4.3) | (7.0

Imidacloprido | 69 82 78 130 16 12 15 24
(10) | (12) | (18) | (28)

Fosmete 125 93 - - 18 17 - -
6) | (7.6)

Malationa 123 110 69 128 8.6 19 7.6 6.6

10) | (85) | (5.0) | (6.0)

Metamidofos

64 | 63 |66(5 | 71
(6.0) | (15) (2.0)

12 20 4.0 1.8

Metidationa 96 87 76 79 8.8 8.8 9.0 24
(6.0) | (12) | (7.0) | (20)
Metiocarbe 106 109 74 119 11 17 12 16
(14) | (20) | (14) | (15)
Metomil 94(3) | 94 79 124 7.6 10 11 18
(8.3) | (12.8) | (19)
Miclobutanil |99 (8) | 87 68 108 11 14 14 4.5
(14) | (13) | (4
Monocrotofés | 94 80 72 125 12 19 8.5 15
(6.8) | (16) | (6.8) | (1.8)
Ometoato 84(1)| 78 70 80 6.0 12 6.5 8.0
(17) | (5.5) | (5.0)
Paraoxom- 108 116 79 118 10 17 13 18
metilico (8.8) | (8.9) (12) (a7)
Piraclostrobin | 98 82 72 (5) | 109 12 12 4.5 16
a (6.3) | (13.1) (21)
Pirimicarbe 92 110 87 137 14 17 4.4 2.5
(11) | (13) | (45) | (18)
Pirimifds 92 93 76 96 11 19 7.0 17
etilico (33) | (13) | (7.5 | (19
Pirimifos 106 80 74 120 55 13 4.5 15
metilico (25) | (15) | (4.49) | (19
Procloraz 96 90 70(2) | 113 17 1.8 3.0 35

(18) | (15 3)
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Recuperacéo (RSD ), %

Precisdo intermediaria (RSD p), %

Pesticida (n=5) (n=8 ou 10)
5 10 20 50 5 10 20 50
Profenofos 110 79.5 75 110 10 18 3.4 11
(12) (13) (2.8) | (6.1)
Quinalfos 107 97 71(4) | 108 6.0 18 35 3.6
1 | (13 3
Tebuconazol 116 91 66 99 16 17 5.0 17
(11) (12) (3.5) (22)
Tiobencarbe 104 [ 99(9) | 79(5) | 116 10 20 5.0 20
(12) (22)
Triclorfon 79 (7) 83 68 (2) | 117 8.1 8.3 6.7 9.7
(10) (3.4)
Trifloxistrobi 90 | 72(6) | 72(4) | 106 10 5.2 4.4 16
na (13) (21)

EPN= O-Ethyl O-(4-nitrophenyl) phenylphosphonothioate
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Tabela S4.2. Residuos de pesticidas em amostras de folhas de P. edulis por LC-

MS/MS
Amostra Folha fre_slca Folha Sec_? *
(mg kg ™) (mg kg ™)
03/16 carbendazim (0,01), difenoconazol (0,02) carbendazim ((()(,)O%)dlfenoconazol
05/16 carbendazim (0,12), trifloxistrobina carbendazim (0,44), trifloxistrobina
(0,04), tebuconazol (0,07) (0,16), tebuconazol (0,44)
07/16 carbendazim (0,03) carbendazim (0,16)
10/16 clorpirifés (0,01), malationa (0,2) clorpirifos (0,05), malationa (0,95)
125/16 clorpirifés (1,59) clorpirifés (6,03)
127/16 carbendazim (0,81), clorpirifés (0,02) carbendazim (3,42), clorpirifés (0,10)
129/16 difenoconazol (0,01) difenoconazol (0,06)
133/16 clorpirifés (0,02), dimetoato (2,46), clorpirifés (0,07), dimetoato (12,05),
ometoato (0,3) ometoato (1,2)
138/16 carbendazim (0,28), difenoconazol (0,01) carbendazim (%(,)3;9()),)dlfenoconazol
197/16 acefato (0,04) acefato (0,17)
acefato (1,3), carbendazim (12,03), acefato (4,9), carbendazim (35,85),
204/16 difenoconazol (<LOQ), metamidofos difenoconazol (0,02), metamidofos
(0,6) (4,0)
211/16 carbendazim (0,15), clorpirifés (0,01) carbendazim (0,83), clorpirifds (0,05)
07/17 difenoconazol (<LOQ) difenoconazol (0,02)
acefato (0,02), carbendazim (0,86), acefato (0,13), carbendazim (5,59),
11/17 trifloxistrobina (0,05), tebuconazol tebuconazol (0,39), trifloxistrobina
(0,06) (0,14)
acefato (0,02), carbendazim (0,74), acefato (0,09), carbendazim (2,92),
13/17 trifloxistrobina (0,04), tebuconazol tebuconazol (0,52), trifloxistrobina
(0,08), metomil (0,7) (0,24), metomil (3,84)
carbendazim (6,15), clorpirifés (0,09), carbendazim (40,13), clorpirifés (0,20),
17/17 difenoconazol (<LOQ), tebuconazol difenoconazol (0,03), tebuconazol
(<LOQ), metomil (0,08) (0,02), metomil (0,35)
19/17 carbendazim (0,71), clorpirifos (0,05), carbendazim (3,84), clorpirifés (0,20),
tebuconazol (<LOQ) tebuconazol (0,02)
31/17 tebuconazol (0,006), trifloxistrobina tebuconazol (0,05), trifloxistrobina
(0,01) (0,08)
33/17 carbendazim (1,62), difenoconazol (0,2), carbendazim (8,66), difenoconazol
profenofos (0,06) (1,89), profenofos (0,32)
35/17 carbendazim (0,94), difenoconazol (0,6), carbendazim (5,51), difenoconazol
profenofos (0,02) (4,88), profenofos (0,10)
90/17 tebuconazol (<LOQ), imidacloprido imidacloprido (0,04), tebuconazol
(0,01) (0,02)
92/17 difenoconazol (<LOQ), tebuconazol difenoconazol (0,03), tebuconazol
(<LOQ) (0,03)
116/17 carbendazim (0,15), tebuconazol (0,008) | carbendazim (0,79), tebuconazol (0,02)
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Amostra Folha freslca Folha Sec? *
(mg kg ™) (mg kg ™)
acefato (0,13), carbendazim (0,07), acefato (0,51), carbendazim (0,40),
119/17 difenoconazol (<LOQ), tebuconazol difenoconazol (0,03), tebuconazol
(0,01) (0,06)
. . carbendazim (0,18), difenoconazol
i | O e S | (O74) imdachopnide 005
vl P ’ tebuconazol (3,48)
04/18 carbendazim (0,07), difenoconazol carbendazim (0,33), difenoconazol
(0,01), imidacloprido (0,009) (0,05), imidacloprido (0,06)
carbendazim (0,02), difenoconazol carbendazim (0,14), difenoconazol
06/18 (0,01), trifloxistrobina (0,07), (0,08), trifloxistrobina (0,25),
tebuconazol (0,07) tebuconazol (0,30)
08/18 clorpirifés (0,01), imidacloprido (0,1) clorpirifés (0,05), imidacloprido (0,87)
10/18 clorpirifés (0,01), imidacloprido (0,1) clorpirifés (0,05), imidacloprido (0,77)
14/18 acefato (0,48), clorpirifés (0,01), acefato (2,10), clorpirifés (0,05),
imidacloprido (0,1) imidacloprido (0,81)
carbendazim (1,80), difenoconazol carbendazim (10,03), difenoconazol
16/18 (0,006), imidacloprido (0,5), metomil (0,04), imidacloprido (2,94), metomil
(0,02), profenofds (0,01), tebuconazol (0,05), profenofds (0,06), tebuconazol
(0,02) (0,09)
imidacloprido (2,2), trifloxistrobina imidacloprido (9,34), trifloxistrobina
18/18 (0,06), ometoato (0,02), tebuconazol (0,26), ometoato (0,07), tebuconazol

(0,14)

(0,53)

LOQ: 5 pg kg'. * amostras de folha fresca contendo residuos < LOQ foram

considerados como %2 LOQ
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V. CONCLUSOES FINAIS

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

Um método multirresiduos foi validado para determinacdo de 80 pesticidas
multiclasses em LC-MS/MS e GC-MS/MS nas matrizes casca e polpa de maracuja
com LOQs de 5 a 10 pg kg™. Cerca de 60 % das 55 amostras de cascas analisadas
foram positivas, com imidacloprido e carbendazim os mais detectados, mas apenas
25% das amostras de polpa continham residuos, principalmente em niveis tragos (<
LOQ). Dezenove analitos foram detectados (pelo menos tracos) em pelo menos uma
amostra, mas apenas seis tém uso permitido para cultura do maracuja, e dois sao
proibidos no Brasil, o que indica o uso ilegal de pesticidas pelos produtores de
maracuja. O processo de lavagem dos frutos reduziu os niveis de pesticidas em até
90%, mas a preparacdo da farinha da casca por desidratagdo aumentou os residuos,
com valor mediado de FP de 5,4, o que é esperado pela perda de &gua. A presenca de
pelos um pesticida foi detectada em 63% das 30 polpas congeladas comerciais,
principalmente carbendazim, imidacloprido e acefato, indicando contaminagdo
cruzada pela transferéncia de residuos presentes na casca para a polpa durante o
processo industrial. Cerca de 1/3 das 12 amostras de farinha de maracuja comercial
analisadas continham residuos, principalmente metamidofds. As exposic¢des cronica e
aguda estimadas pelo consumo de suco ou farinha ndo indicaram preocupacdo a saude
dos consumidores brasileiros.

Um método analitico para determinacdo de 49 pesticidas multiclasses em folha
de P. edulis por LC-MS/MS foi validado com LOQ de 5 pg kg™. A presenca de pelo
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menos um analito foi detectado 60.4% das amostras, principalmente carbendazim,
difenoconazol e tebuconazol, percentual semelhante ao das amostras de casca dos
mesmos cultivos, como indicado anteriormente. Os resultados indicam a aplicacao de
pesticidas ndo autorizados durante o manejo agricola, inferindo que boas praticas
agricolas ndo estdo sendo respeitadas por parte dos produtores brasileiros. Como
esperado, houve reducgdo dos niveis de pesticidas presentes apos a lavagem da folha e
aumento consideravel desses niveis apds a desidratacdo, processo utilizado para
producdo de passiflora.

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

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

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

saude.
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ANEXO |

Tabela Al.1. Analito, grupo quimico, classe, classificacdo toxicoldgica, culturas de alimentos autorizadas no Brasil pela ANVISA,
propriedades fisico-quimicas, pureza do padrao analitico e solvente de preparo das solu¢Ges mae dos analitos utilizados neste estudo.

Pesticida Grupo quimico | Classe | Registrado Culturas de Formula MM Solubilid | Pureza | Solvente
(s) alimentos molecular (g mol-Y) | ade (1mg (%)
L)
Acephate Organophosphate | 1, Ac Sim Algodao, C4H10NO3PS 183,2 79 98 AcOEt
amendoim,
batata, citros,
feijdo, meldo,
milho, soja e
tomate
Aldicarb Carbamate I, Ac, N Nao - C7H14N,0,S 190,3 4930 100 Tol
Aldicarb sulfona Carbamate M - C7H14N; O4S 222,3 10000 100 MeOH
Aldicarb sulféxido Carbamate M - C7H14N; O3S 206,3 0,136 99.4 MeOH
Atrazine Chlorotriazine H Sim Abacaxi, cana- CsH14CINs 215,7 35 100 MeOH
de-acUcar,
milho
Azynphos ethyl Organophosphate I Né&o - C12H16N303PS; 345,4 4,5 100 AcOEt
Azinphos-methyl Organophosphate I Nao - Ci0.Hi2 N3O3PS 317,3 28 97.2 AcOEt
2
Azoxystrobin Methoxyacrylate F Sim Algodao, arroz, CxH17NOs 403,4 11,61 100 AcOEt
strobilurin aveia, café,

cana-de-acUcar,
centeio, cevada,
S0ja, trigo,
triticale,
maracuja e
outras frutas e
hortalicas.
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C10H12N3O3PS2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C10H12N3O3PS2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C22H17N3O5

Pesticida

Grupo quimico

Classe

(s)

Registrado

Culturas de
alimentos

Formula
molecular

MM
(g mol-Y)

Solubilid
ade (mg
L™

Pureza
(%0)

Solvente

Bifenthrin

Pyrethroid

I, Fe Ac

Sim

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

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

Ca3H2CIF30;

4229

0,001

100

Tol

Boscalid

Anilide

Sim

Algodao, café,
feijao, girassol,
soja, maracuja
e outras frutas e
hortalicas.

343,21

2,61

100

AcOEt

Buprofezin

Thiadiazinan

Sim

Soja, algodao,
maracuja e
outras frutas e
hortalicas.

C16 H23N30S

305,4

2,43

100

AcOEt

Carbaryl

Carbamate

Sim

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

201,2

416,2

99.3

MeOH

Carbendazim

Benzimidazole

Sim

algodéo, arroz,

CyHgN30;

191,2

29

100

MeOH
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Registrado Culturas de Formula MM Solubilid | Pureza | Solvente
molecular (gmol-Y) | ade(mg | (%)

Pesticida Grupo quimico | Classe
)

(s) alimentos

cevada, citrus,

feijdo maca,

milho, soja e
trigo

Nao - C1oH15NO3 221,3 322 100 MeOH

Carbofuran Carbamate 1,C, Ac,

Carboburan 3-OH
Cyfluthrin Pyrethroid I Sim

Algodéo, C22H1sCI,FNO3 434,3 0,0066 94.2 Tol

amendoim,
arroz, café,
feijdo, milho,
soja, tomate e
trigo.
Sim AlgOdéO, C22H19C|2N03 416,3 95
amendoim, 0,009
arroz, batata,
café, cebola,
citros, ervilha,
feijdo-vagem,
maracuja,
mandioca,
melancia,
milheto, milho,
pepino, repolho,
soja, e tomate
Chlorfenapyr Pyrroles I, Ac Sim Algodéo, alho, | CisH11BrCIFsN | 407,62
amendoim, 20
batata, cebola,
couve, feijao,

Tol

Cypermethrin Pyrethroid I, F

0,112 100 AcOEt
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Pesticida

Grupo quimico

Classe

(s)

Registrado

Culturas de
alimentos

Formula
molecular

MM
(g mol-Y)

Solubilid
ade (mg
L™

Pureza
(%0)

Solvente

milho,
pimenté&o,
repolho, soja e
tomate,

maracuja e
outras frutas.

Chlorfenvinphos

Organophosphate

Néao

C12H14C|3O4P

359.6

99.9

AcOEt

Chlorothalonil

Isoftalonitrila

Sim

Algodao,
amendoim,
arroz, aveia,

centeio, cevada,
milheto, milho,
soja, trigo,

triticale e

diversas frutas,
hortalicas

CsCusN2

265,9

0,81

98.9

Tol

Chlorpyrifos

Organophosphate

I, F, Ac

Sim

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

CoH11Ci3NO3PS

350,9

1,05

99.6

Tol

Chlorpyrifos
methyl

Organophosphate

I, Ac

C7H,CIsNO3PS

322,5

2,74

100

Tol

Chlorthiophos

Organophosphate

I, Ac

C11H15Cl,04
PS,

361,2

100

AcOEt

Kresoxim-methyl

Methoxyiminoacet
ate strobilurin

Algodao, arroz,
café, cevada,

313,45

100

ACcOEt
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Pesticida

Grupo quimico

Classe

(s)

Registrado

Culturas de
alimentos

Formula
molecular

MM
(g mol-Y)

Solubilid
ade (mg
L™

Pureza
(%0)

Solvente

soja, trigo,
maracuja e
outras frutas e
hortalicas.

Deltamethrin

Pyrethroid

Sim

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

C22ngBr2N03

505,2

0,0002

100

Tol

Diazinon

Organophosphate

Sim

Citros e maca.

C12H21N2O3PS

304,35

60

100

Tol

Dicrotophos

Organophosphate

Nao

CgH16NOsP

237,19

99.8

Tol

Difenoconazole

Triazole

Sim

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

C19H17CI2N304

406,26

15,0

100

AcOEt

Dimethoate

Organophosphate

Algodao, citros,
macé, tomate e
trigo.

CsH12NO3PS,

229,26

25900

100

Tol

EPN

Organophosphate

C14 H14aNO4PS

323,30

0,5

Epoxiconazole

Triazole

Algodao,
amendoim,
arroz, aveia,

C17H13CIFN;O

329,76

7,1

100

AcOEt
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Pesticida

Grupo quimico

Classe

Registrado

Culturas de

Formula

(s)

alimentos

molecular

MM

Solubilid
(g mol-)

ade (mg

Pureza
(%0)

Solvente

Esfenvalerate

Pyrethroid

Sim

banana, cacau,
café, cana-de-
acUcar, cevada,
feijao, girassol,
mandioca,
milho, soja e
trigo
Algodao, arroz,

LY

Ethion
Etofenprox

Eter difenilico

Organophosphate

Nao

batata, café,
cebola, citros,
feijdo, milho,
soja, tomate e
trigo

C25H22C|N03

419,91 0,001

99.5

Tol

Sim

Algodao, arroz,

CgH2204P2S4

384,48 12

97

Tol

Etoprophos

Sim

aveia, cafe,
cevada, dendé,
marmelo,
pepino, soja,
trigo e varias
frutas e
hortalicas.

CasH2503

376,49 0,0225

100

AcOEt

Fenamiphos

Organophosphate

Sim

Batata
Algodao,

CgH190,PS,

2423 1300

97.6

MeOH

Fenitrothion

Organophosphate

I, For

Sim

banana, batata,
cacau, cafeé,
meldo e tomate.

C13H22NO3PS

303,36 345

95.9

Tol

Algodao,

CoH12NOsPS

cebola,

277,2 14000

97.1

Tol
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Pesticida Grupo quimico | Classe | Registrado Culturas de Formula MM Solubilid | Pureza | Solvente
(s) alimentos molecular (g mol-Y) | ade (1mg (%)
L™)
crisantemo,
maca, milho,
trigo e soja
Fenpropathrin Pyrethroid I, Ac Sim Algoddo, aveia, C2H23NO3 349,42 0,33 100 Tol
berinjela, café,
cebola, centeio,
cevada, feijdo,
trigo, soja,
triticale, citros,
diversas frutas e
hortalicas
Fenthion Organophosphate | I, For, Néo - C10H1503PS, 278,33 42 98.4 Tol
Ac, C
Fenthoate Organophosphate | 1, Ac Nao - C12H1704PS; 320,39 11 95.5 Tol
Fenvalerate Pyrethroid I, Ac Sim Emprego Ca5H2CINO; 419,90 0,001 100 Tol
domissanitario
Fluguinconazol Triazole F Sim Feijdo, macd, C16HsCI,FNsO 376,17 1,15 100 AcOEt
meldo, péssego,
soja e trigo.
Phorate Organophosphate | I, Ac, N N&o - C7 H170,PS;3 260,4 50 97.2 Tol
Heptenophos Organophosphate I Nao - CyH1,CIO4P 250,6 2200 97.7 AcOEt
Imidacloprid Neonicotinoid I Sim milho, soja, CyH10CIN50, 255,66 610 99.5 AcOEt
trigo, maracuja
e outras frutas e
hortalicas.
Fosmet Organophosphate I Né&o - C11H12NO4PS, | 317,33 15,2 100 AcOEt
A-cihalothrin Pyrethroid I Sim Arroz, cevada, | CpsHioCIF3NO; | 449,85 0,005 99.2 Tol
milho, milheto,
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Pesticida

Grupo quimico

Classe

(s)

Registrado

Culturas de
alimentos

Formula
molecular

MM
(g mol-)

Solubilid
ade (mg
L™

Pureza
(%0)

Solvente

soja, trigo,
maracuja e
outras frutas e
hortalicas

Malaoxon

Organophosphate

C10H1907PS

314,29

98.7

AcOEt

Malathion

Organophosphate

Sim

Arroz, alface,
algodéo, soja,
milho e trigo
armazenados,
cacau, café,
feijao, berinjela,
diversas frutas e
hortaligas

C10H1906PS2

330,36

148

100

Tol

Metamidophos

Organophosphate

Nao

CoHgNO,PS

141,13

2,0x10°

99.7

AcOEt

Methidathion

Organophosphate

Sim

Algodao e
magcé.

CeH11N204PS3

302,3

240

98.5

Tol

Metiocarbe

MetilCarbamate
de fenila

Sim

Berinjela,
pimentdo e
tomate

C11H1sNO,S

302,3

240

99.9

MeOH

Metomil

Carbamate

Sim

Algodao, arroz,
aveia, batata,
brocolis, cafe,

centeio, cevada,
couve, dendé,
feijdo, milho,
repolho, soja,

tomate, trigo e

triticale.

CsH10N202S

162,21

55000

99.9

MeOH

Mevinphos

Organophosphate

C7H1306P

224,1

6,0x10°

95.5

Tol
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Pesticida Grupo quimico | Classe | Registrado Culturas de Formula MM Solubilid | Pureza | Solvente
(s) alimentos molecular (g mol-Y) | ade (1mg (%)
L™)
Myclobutanil Triazole F Sim Arroz, batata, C15H17CIN4 288,78 132 100 AcOEt
café, maca,
mel&o, soja e
uva.
Monocrotophos Organophosphate I N&o - C;H1uNOsP | 223,16 100 Tol
Omethoate Organophosphate Néo - 96.8 Acet
Oxyfluorfen Eter difenilico H Algodao, arroz, | Ci15H11CIF3NO, 361,7 0,116 99.2 AcOEt
café, cana-de-
acucar, cebola,
citros, soja.
Paraoxon-methyl | Organophosphate M - - 98.8 AcOEt
Parathion-methyl | Organophosphate I, AC N&o - CgH10NOsPS 263,2 55 97.8 Tol
Phendimetalin Dinitroaniline H Sim Algodao, alho, C13H19N304 281,3 0,33 100 Tol
amendoim,
arroz, batata,
cafée, cana-de-
acucar, cebola,
feijdo, milho,
soja e trigo
Permethrin Pirethroid I Sim Algodao, arroz, C21H20Cl,03 391,3 0,006 100 AcOEt
café citrus, uva,
couve, couve
flor, tomate,
trigo, milho,
feijdo, soja
Pyraclostrobin Methoxycarbanila F Sim Algodao, C19H158CIN3O4 387,82 1,9 100 AcOEt
te strobilurin amendoim,

cevada, soja,
trigo, triticale,
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Pesticida

Grupo quimico

Classe

(s)

Registrado

Culturas de
alimentos

Formula
molecular

MM
(g mol-*)

Solubilid
ade (mg
L™

Pureza
(%0)

Solvente

maracuja e
outras frutas e

hortalicas.

Pyrazophos

Thionophosphate

Nao

C14H20N30sP S

373,37

4,2

100

AcOEt

Pirimicarbe

Carbamate

Sim

Alface, batata,
berinjela,
couve, couve-
flor, feijdo,
pepino,
pimenta,
repolho, tomate
e trigo.

C11H18N41O;

238,39

3100

98.5

MeOH

Pirimiphos
Ethyl

Organophosphate

I, Ac

C11H20N303PS

305,34

2,3

100

AcOEt

Pirimiphos
Methyl

Organophosphate

I,Ac

Sim

Arroz, milho e
trigo

C11H20N303PS

305,33

96.3

Tol

Procymidone

Dicarboximide

Sim

Alface,
algoddo, batata,
cebola, cenoura,

feijao, maca,
melancia,
meldo,
morango,
péssego, soja,
tomate e uva.

C13H11CI,NO,

284,14

2,46

98.6

ACcOEt

Prochloraz

Imidazolilcarboxi
mida

C15H16CI3N30,

376,7

26,5

99.4

ACcOEt

Profenophos

Organophosphate

I, Ac

Algodao,
amendoim,

CllH15BrC|03P
S

373,63

28

99.2

Tol
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Pesticida

Grupo quimico

Classe

(s)

Registrado

Culturas de
alimentos

Formula
molecular

MM
(g mol-Y)

Solubilid
ade (mg
L™

Pureza
(%0)

Solvente

café, canola,
girassol, soja,
trigo e diversas
frutas e
hortalicas.

Prothiophos

Organophosphate

Nao

C11H15CI,0,PS,

345,25

0,07

97.6

Tol

Quinalphos

Organophosphate

Nao

C12H15N,O3 PS

298,3

17,8

100

AcOEt

Tebuconazole

Triazole

Sim

Cana-de-acucar,
centeio, cevada,
soja, trigo,
triticale,
maracuja
diversas frutas e
hortalicas

C16H22CIN3O

307,82

36

100

AcOEt

Terbufos

Organophosphate

Sim

Algodao,
amendoim,
banana, café,
cana-de-acUcar,
feijdo e milho.

CoH210,PS;

288,4

4,5

99

Tol

Tetradifon

Diphenylsulfone

AcC

Sim

Algodao,
berinjela, citros,
feijdo, maméo,
piment&o, rosa

e tomate

C12H6Cl40,S

356,06

0,078

99.8

AcOEt

Thiobencarb

Carbamate

Sim

Arroz

C12H16CINOS

257,78

16,7

99.5

MeOH

Triazophos

Organophosphate

I, Ac, N

Sim

Algodao,
batata, café,
citros,
crisantemo,

C12H16N3O3PS

313,31

35

100

Tol
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Pesticida

Grupo quimico

Classe

(s)

Registrado

Culturas de
alimentos

Formula
molecular

MM
(g mol-Y)

Solubilid
ade (mg
L

Pureza
(%0)

Solvente

feijdo, milho,
repolho, soja,
tomate e trigo

Trichlorfon

Phosphonate

Nao

CaHgCI304P

257,43

95.8

AcOEt

Trifloxystrobin

Methoxyiminoace
tate strobilurin

Sim

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

Ca0H19F3N204

408,4

0,61

100

AcOEt

Trifluralin

Dinitroaniline

Sim

Algodao, arroz,
girassol, soja,
trigo, cana-de-
acucar, trigo e

varias
hortalicas.

C13H16F3N304

335,5

0,221

98.5

Tol

Vinclozolin

Dicarboximide

F

Nao

C12HoCI;NO;

286,11

3,4

100

ACcOEt

| = Inseticida, F = Fungicida; For= Formicida, H = Herbicida, Ac = Acaricida, C= Cupicida N = Nematicida. M= metabdlito; Sim =

Autorizado. MM = Massa molar. Solubilidade: em &gua a 20°C. EPN= O-Ethyl O-(4-nitrophenyl) phenylphosphonothioate; Fonte:
ANVISA (2020); https://sitem.herts.ac.uk/aeru/ppdb/en/index.htm
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ANEXO 11

Dithiocarbamate residues in fruits and leaves of passion fruit (Passiflora edulis) from
different Brazilian regions
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Dithiocarbamate Residues in Fruits and Leaves of Passion Fruit (Passiflora edulis)
from Different Brazilian Regions

Joseane O. Mozzaquatro,® Denise C. Mello,* Reginaldo C. S. Oliveira,” Raul C. C. Rosa,’
Ana M. Costa‘ and Eloisa D. Caldas " **

“Laboratorio de Toxicologia, Departamento de Farmdcia, Universidade de Brasilia,
70910-900 Brasilia-DF, Brazil

bEmbrapa Agrobiologia (CNPAB), Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa),
23891-000 Seropédica- RJ, Brazil

‘Embrapa Cerrados (CPAC), Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa),
73310-970 Planaltina- DF, Brazil

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

industries.

Keywords: dithiocarbamates, CS,, passion fruit, Passiflora edulis, peel, leaf, Brazil

Introduction

Dithiocarbamates (DTCs) are non-systemic pesticides
widely used to control fungal diseases in food / feed
crops and ornamental plants.! Some are small organic
molecules, e.g., thiram, with a strong chelating ability
towards inorganic species, and are formed by the reaction
between carbon disulfide (CS,) and either ammonium or
a primary / secondary amine in the presence of sodium
hydroxide or excess amine.> The major concern regarding
the health of the population consuming food sourced from
dithiocarbamate-treated crops is in the degradation products
of ethylene-bis-dithiocarbamates (EBDC, including
mancozeb and metiram) and propineb (ethylene-thiourea
and propylene-thiourea, respectively), which have been
shown to cause thyroid cancer in rats.'"

*e-mail: eloisa@unb.br

Five DTCs are registered in Brazil.* Mancozeb, the
most used DTC in the world, is the third pesticide most
commercialized in Brazil, following the herbicides
glyphosate and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D),’
being registered for foliar or post-harvest treatment in
50 crops. Metiram is registered for use in 20 crops as
foliar and / or soil treatment (only potato), propineb for
foliar application in 9 crops, thiram for seed treatment in
12 crops and soil treatment in potato, and metam-sodium
for soil treatment in 6 crops. Because of their non-systemic
properties, residues of dithiocarbamates are not expected
in mature crops after soil or seed treatment. Mancozeb
and metiram are registered for foliar application to passion
fruit.*

DTCs are the most commonly detected pesticides in
residue monitoring programs in Brazil,*” and elsewhere.1°
They are not analyzed by multi-residue methods because
of chemical characteristics very different from those
of other pesticides, including their low solubility in
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most organic solvents and low stability.!! The classic
method for the determination of dithiocarbamates
quantifies the CS, generated by the acid degradation
of the compound present in the sample, which can be
spectrophotometrically determined after complexation,”!>'*
or by gas chromatography using different detectors.!!"!>13
However, since all DTCs produce CS,, none of these
methods allow the identification of the compound applied
to the crop, and the results are expressed in mg kg' CS,.
In Brazil, the maximum residue level (MRL) for DTCs in
passion fruit (whole fruit) is 1 mg kg CS,.

Brazil is the world’s largest producer of passion fruit
(Passiflora sp.), with approximately 700,000 tons cultivated
in an approximate area of 50,000 hectares. The Northeastern
region, mainly the Bahia State, is responsible for about
70% of the national production, followed by the Southeast
region (14.5%).'® P. edulis Sims is the main commercial
species, cultivated all year around in Bahia because of
the warm temperature, and from September to May in the
other Brazilian regions. The pulp is destined mainly for the
production of concentrated juice,'” and the leaves used for the
preparation of tea'® and as raw material in the herbal industry,
being included in the Brazilian List of Medicinal Plants of
Interest to the SUS (Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao Sistema Unico de Sadde (SUS))."° There
is also a growing interest to use passion fruit peel, which

N

MT BA

Planaltina
de Goids

Ntcleo Rural
Lago Oeste

Luzidnia

Paty do Alferes’

J\TR\‘“'\

Sdo José de Ubaf &

Mozzaquatro et al. 1835

accounts for about 60 to 70% of the whole fruit weight, as
an ingredient in the food industry due to its high soluble and
insoluble fiber contents and other nutritional properties.?*

DTC residue data on passion fruit are limited in the
world and are nonexistent in Brazil. The objective of this
study was to determine these fungicides in peel, pulp and
leaf of passion fruit (P. edulis) samples collected directly
from producers of different regions of the country using
a validated spectrophotometric (CS,) analytical method.
Additionally, processing factors were estimated for peel
from washed fruit compared with peel from unwashed fruit
and for dry leaf produced from fresh leaf.

Experimental
Samples

A total of 108 passion fruit (55 fruits and 53 leaves)
samples were collected directly from 51 Brazilian
conventional growers from February 2016 to February 2018
in the Rio de Janeiro State (18 growers), Goids State and the
Federal District (16 growers) and Bahia State (17 growers)
(Figure 1). In addition, samples of fruits and leaves from
organic growers from Bahia State and the Federal District
were collected for method validation. About 2 kg of passion
fruit and 300 g of leaves were provided by each grower.
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Figure 1. Collecting points of passion fruit (Passiflora edulis) samples from growers from Goids, Bahia and Rio de Janeiro States and Federal District.
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Sample processing

Half of the passion fruit units in each sample provided
was washed in running water for about 1 min; washed and
unwashed passion fruits were frozen, and then processed
still frozen into peel, pulp and seed. The peel was cut
into small pieces, homogenized and stored at —15 °C
until analyzis, as well as the seedless pulp. Portions of
four passion fruit fresh leaf samples were submitted to
the drying process using an industrial dryer with hot air
circulation at an average temperature of 40 °C for about
20 h, which mimics the process for dry leave production
to be used as tea or herbal medicine.?* The other leaf
samples were frozen, cut into smaller pieces and stored at
—15 °C until analyzis. Processing the samples under frozen
conditions is essential to prevent enzymatic degradation of

dithiocarbamates.'>"

Reagents and instrumentation
Carbon disulfide (CS,, UV-HPLC grade), stannous
chloride dehydrated (SnCl,.2H,0) and copper(Il) acetate

((CH,COO0),Cu) were obtained from Vetec (Duque de
Caxias, RJ, Brazil). Diethanolamine and ethanol were

(@)

Anti reflux retention valve
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Dithiocarbamate Residues in Fruits and Leaves of Passion Fruit (Passiflora edulis)
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obtained from Dindmica (Indaiatuba, SP, Brazil), 35-
38% HCI from Anidrol (Diadema, SP, Brazil) and NaOH
from Neon (Suzano, SP, Brazil). Thiram analytical
standard (97.1% purity) was obtained from AccuStandard
(Connecticut, USA). UV-Spectrophotometer used (1650
PC) was from Shimadzu (Japan). The digestion and vertical
system for dithiocarbamate analysis, as CS,, is shown in
Figure 2.

Determination of dithiocarbamates, as CS,

The spectrophotometric determination of DTCs
followed the method developed by Caldas et al.'” using
the system shown in Figure 2a. In summary, 150 g of
sample were transferred to a two-necked flask, the acid
digestion solution (20% HCl and 1.25% SnCl,) was added
and the flask placed in a heating system. One mouth of
the flask was connected to N, and another to the vertical
system containing 10% NaOH solution (trap 1) and the
complexation ethanolic solution (trap 2; 0.48% copper
acetate and 10% diethanolamine), which was stable for
3 months in the refrigerator. After 45 min of heating the
flask, the complexation reaction product (trap 2; Figure 2b)
was transferred to a calibrated 25 mL volumetric flask, the

-
1
'
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Figure 2. (a) Digestion and vertical systems for the analysis of dithiocarbamates in food samples.'> The CS, generated by the acid hydrolysis in the flask
is passed through a NaOH solution (trap 1) and is complexed with copper acetate/diethanolamine solution in trap 2. (b) Acid hydrolysis and complexation

reactions for the dithiocarbamate thiram.
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volume filled with ethanol, and the yellow complex was
measured in the spectrophotometer at 435 nm against an
analytical curve of CS,, which was subjected to the same
complexation reaction in 25 mL calibrated volumetric
flasks. The hydrolysis and complexation reactions
for thiram are shown in Figure 2b. The Laboratory of
Toxicology is accredited by INMETRO (Brazilian Institute
of Metrology, Quality and Technology) under ISO 17025
for this assay (CRL 0447).

Method validation

The validation parameters of the method were linearity
of the analytical curve, limit of quantification (LOQ),
accuracy (recovery in %), repeatability and intermediate
accuracy (expressed as % of relative standard deviation,
RSD), according to the European Commission criteria
(SANTE/11813/2017).% The linearity was evaluated by
linear regression and correlation coefficient (r), by means
of analytical curve with standard solution of CS, at eight
concentrations, from 0.21 to 8.4 uyg mL' CS,, corresponding
t0 0.04 to 1.4 mg kg' CS,. Thiram was the dithiocarbamate
used during method validation, considering that 1 mol
of thiram (240 g) yield 2 mols of CS, (152 g). A thiram
(AccuStandard, USA) stock solution prepared in acetone
and corresponding to 0.63 mg mL™' CS, was used for the
preparation of a working solution at 0.15 mg mL"' CS, in
ethanol, which was used to fortify passion fruit control
matrices (peel, seedless pulp and leaf) at 0.05, 0.1, 0.2
and 1 mg kg!' CS, levels, with five replicates for each level
(n = 5). The repeatability was evaluated in the recovery
trial (same day, same analyst), and expressed as RSD (%).
Additionally, fortified samples at 0.05 and 1.0 mg kg' CS,
levels (n = 5) were analyzed by another analyst on another
day to estimate the intermediate precision (total n=10). The
limit of quantification (LOQ) of the method was defined
as the lowest level of fortification that met the validation
criteria (recovery between 70 and 120% and RSD lower
than 20%).> Samples whose concentration exceeded
the upper limit of the standard curve were diluted to be

Mozzaquatro et al. 1837

estimated in the linear concentration range validated in the
method. All control samples (from organic growers) showed
negative results for dithiocarbamates, as CS,.

Sample analysis and processing factor estimation

First, peel samples of unwashed fruits were analyzed
and those samples that presented concentration higher
than the LOQ value had the peel samples from washed
fruits and seedless pulp also analyzed. Pulps from fruit
samples with negative results were not further analyzed.
All leaf samples were analyzed. The processing factor
(PF), defined as the ratio of pesticide concentration in the
sample after and the concentration before processing,”
was estimated for the peel, pulp and dry leaf, considering
the processes of fruit washing, fruit fractionation and
leaf drying. The CS, concentration in the whole fruit was
estimated for each sample from the concentrations of CS,
detected in the peel and in the pulp, and the weights of
the peel and the whole fruit. When the concentration in
the pulp was lower than LOQ), the level at the LOQ was
used in the calculation.?

Results and Discussion
Method validation

The calibration curves of CS, showed satisfactory
results for linearity (r > 0.99) in the concentration range
evaluated (0.21 to 8.4 ug mL"' CS,, corresponding to
0.04 to 1.4 mg kg' CS,). Table 1 shows the results of the
method validation, with recoveries varying from 69.5
to 120%, 79.6 to 112% and from 71 to 120% for peel,
pulp (seedless) and leaf, respectively. The repeatability
and intermediate precision were acceptable in all
concentration ranges, with RSD lower than 12.6% in
the three matrices. The LOQ value of the method was
established at 0.05 mg kg!' CS,.

Table 2 shows the dithiocarbamate residues, in terms of
CS,, of the passion fruit and leaf samples collected in the

Table 1. Recovery (n = 5), repeatability (RSD,, n = 5) and intermediate precision (RSD,, n = 10) of the spectrophotometric method for the analysis of
dithiocarbamate (as CS,), in passion fruit matrices fortified at 3 or 4 concentration levels

Matrix Peel Pulp Leaf

Level / (mg kg' CS,) 0.05 0.10 0.20 1.0 0.05 0.10 0.20 0.05 0.1 0.2 1.0
Recovery / % 120 84.9 69.5 90.4 112 83.5 79.6 120 87 71 78
RSD,/ % 0.7 2.1 12.2 6.0 4.8 1.9 22 10 8.7 12.6 3.1
RSD, /% 6.0 - - 7.6 1.4 - 3.8 10.3 - - 4.0

RSD: relative standard deviation.
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three regions of the country (Figure 1). In total, 14 samples
of passion fruit peel were positive for CS, (25.4% of the
samples analyzed). Lower incidence of dithiocarbamate
positive samples was found in Brazil for banana, cashew
apple, grape, guava, mango, orange, pineapple and
strawberry (1.8 to 16.3%), while apple, kaki, peach and
papaya had higher incidence (32-59%).

Samples from the Middle West region (Goids State and
Federal District) were the most positive for dithiocarbamates
(39.1%). The levels in the whole fruit ranged from < LOQ
to 0.7 mg kg' CS,, below the established MRL for
dithiocarbamates in Brazil (1 mg kg' CS,).* No residues
were found in passion fruit samples collected from the
17 producers of Bahia State, which are responsible for
more than half of the country’s passion fruit production,'®
and only 2 of the 14 leaf samples were positive (Table 2),
showing a limited use of dithiocarbamates by the passion
fruit growers from this region.

The origin of CS, determined in the sample could not
be identified, which is a limitation of the indirect methods
to quantify dithiocarbamates, regardless of the detection
method used.""'> Another limitation of the indirect methods
is the possibility of false positive results in crops containing
sulfur compounds, such as brassica (e.g., broccoli and
cabbage), allium species (e.g., leek and onion)*” and
papaya,'® a limitation that does not affect the analysis of
passion fruit. Although there are specific methods for the
determination of some dithiocarbamates in foods, mainly
by high performance liquid cromatography (HPLC)
using UV or mass spectrometric detectors,”®*? none can
discriminate all the dithiocarbamate compounds, including
mancozeb from metiram.

Due to the non-systemic characteristic of the
dithiocarbamates, no residues are expected in fruit pulp.
Indeed, only one sample (unwashed fruit) had CS, in the
pulp (0.09 mg kg'), with an estimated processing factor
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(pulp / whole fruit) of 0.13 for this sample. In this study,
care was taken not to mix the peel and the pulp during
fruit fractionation, although cross contamination cannot be
disregarded during industrial processing of passion fruit for
juice production, considering that washing the fruit does
not always remove all the residues (Table 2).

These are the first data of dithiocarbamate residues
in Brazilian passion fruit, a crop that is not included in
the Brazilian national monitoring programs for pesticide
residues.** Passion fruit is included in the European
Food Safety pesticide monitoring program, being
among the imported fruits with higher frequency of
MRL exceedance.®* In 2009, about 70% of the samples
analyzed within the European program exceeded the MRL
for dithiocarbamates (0.05 mg kg' CS,), mostly samples
from Kenya.* Very limited data are available elsewhere.
Hjorth er al.* found 2 of the 18 passion fruit samples
produced in Colombia containing residues of 0.34 and
1.9 mg kg! CS,, above the European Union’s MRL.

The use of passion fruit peel, rich in soluble fibers, as a
food ingredient has been shown to have a positive effect in
the glycemic and lipid levels of type 2 diabetes patients.’
In this study, a processing factor for passion fruit peel was
estimated after the washing the fruit, a procedure performed
in the juice industry. Of the 14 CS,-positive peel samples
from washed fruits, 4 had non-quantifiable residues (lower
than LOQ), and the estimated median processing factor was
0.5, representing 50% reduction of pesticides (Table 2).
This estimate is close to that estimated by the German
Federal Institute for Risk Assessment for dithiocarbamates
in fruits and vegetables (0.11 to 0.62).3® Reduction of
dithiocarbamate residues after washing is expected since
most residues of a non-systemic compound remain on the
fruit surface.

Passion fruit leaves, including those of P. edulis, are used
in the preparation of tea and as raw material in the herbal

Table 2. Dithiocarbamate residues (CS,) in passion fruit samples and processing factors (PF) for washed peel and dried leaf

Goids State and Federal

Rio de Janeiro State District Bahia State Total
Peel,* p (N) 5(15) 9(23) 0(17) 14 (55)
Level®/ (mg kg' CS,) 0.06-0.3 0.06-1.4 - 0.06-1.4
PE range (median), N = 14 - - - 0.1-1 (0.5)
Whole fruit,® level / (mg kg' CS,) <LOQ-0.2 <LOQ-0.7 - <LOQ-0.7
Fresh leaf, p (N) 8 (16) 13 (23) 2(14) 23 (53)
Level®/ (mg kg!' CS,) 0.07-7.6 0.1-8.5 0.06-4.9 0.06-8.5

PE*¢ range (median), N =4 -

1.1-1.6 (1.3)

LOQ: limit of quantification; p: number of samples > LOQ of 0.05 mg kg™ CS,; N: number of analyzed samples; “from unwashed fruits; "range of positive
samples; “sample at < LOQ were considered at the LOQ in the calculation; ‘PF for peel from washed fruit compared with peel from unwashed fruit; ‘PF

for dry leaf produced from fresh leaf.
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industry, being included in the Brazilian List of Medicinal
Plants of Interest to the SUS.!® However, the Brazilian
legislation proposed that medicinal plants be free from
pesticide residues.* The dried leaves of Passiflora sp. are
included in the Brazilian Pharmacopeia*® and are used as a
plant drug, mainly for its anxiolytic and sedative properties.*
More than 40% of passion fruit leaf samples analyzed in
this study contained residues of dithiocarbamates, mainly
samples from the Rio de Janeiro State (50% of the samples),
Goias State and Federal District (56%), indicating the
frequent use of these fungicides by farmers in those regions.
Although this use is allowed by the Brazilian legislation, in
principle, products destined for the herbal medicine industry
should not be treated with pesticides, even if the leaves are
washed before drying. The level of CS, present in the fresh
leaves of P. edulis increased during the drying process, with
a median processing factor of 1.3 (Table 2).

In addition to the dithiocarbamates, Brazilian growers
have a limited number of pesticides registered in passion
fruit, including kasugamycin, cartap and chlorfenapyr
(MRL of 0.05 mg kg), difenoconazole and imidacloprid
(MRL of 0.2 mg kg').* The presence of these pesticides
in passion fruit and the potential illegal use of other
compounds should be further investigated.

Conclusions

The validation of the UV-Vis spectrophotometric
method for the determination of dithiocarbamates in leaf,
pulp and passion fruit peel matrices was satisfactory, with
a LOQ of 0.05 mg kg' CS,. About 25% of passion fruit
samples and 43% of fresh leaf samples were positive,
and no passion fruit samples contained residues above
the Brazilian MRL (whole fruit). As expected for a non-
systemic compound, washing the fruit removed up to 100%
of the surface residues; drying the fresh leaves increased
the residue levels by up to 60%.

This is the first study in the country that evaluated the
levels of dithiocarbamates in passion fruit, and residue
data from other pesticides in this crop are still lacking.
The results of this work should be considered by the
governmental authorities to include passion fruit in the
pesticide monitoring programs, as well as to control the
raw materials destined for the pharmaceutical industry
(dry leaves) and food industry (peel as a by-product of
juice production).
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