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Resumo

Garcia, Marcela do Vale. Andlise de patulina e fungicidas em macéds e sua
degradacdo por campo elétrico continuo. 2018. 78. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pos-graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial,
Faculdade de Agronomia ‘Eliseu Maciel’, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2018.

A maca é a segunda fruta mais consumida no mundo e apresenta um importante
papel nutricional e econdémico. Seu cultivo é suscetivel ao ataque de fungos dentre
0S quais h& espécies capazes de sintetizar micotoxinas, como a patulina. Uma
alternativa para minimizar a contaminacao por micotoxinas é o controle dos fungos
utilizando fungicidas, que por sua vez também podem apresentar toxicidade para o
ser humano. O presente estudo teve como objetivo utilizar métodos cromatograficos
acoplados a espectrometria de massas para detectar e quantificar os fungicidas:
captan, carbendazim, clorotalonil, epoxiconazol, piraclostrobina, tebuconazol,
tetraconazol e trifloxistrobina e a micotoxina patulina em macas, e avaliar o potencial
da aplicagcdo de um campo elétrico continuo de baixa intensidade em diferentes
condicbes de pH e potencial na degradacdo da patulina e do fungicida
piraclostrobina. A patulina e os fungicidas foram extraidos da maca utilizando o
método QUEChERS, e avaliados por GC-MS e HPLC-MS respectivamente. O
método de andlise da patulina por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (GC-MS) apresentou recuperacgao variando de 91,8% a 114,8% e limites
de deteccdo e quantificacdo de 0,61 ng mL'e 3,57 ng mL?, respectivamente. Os
fungicidas: carbendazim, epoxiconazol, piraclostrobina, tebuconazol, tetraconazol, e
trifloxistrobina, foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas (HPLC-MS-ESI-QToF-MS). O meétodo apresentou
recuperacédo variando de 94,5% a 100,4% e limites de deteccao e quantificacdo que
variaram entre 0,07 ng mL? e 1,60 ng mL*! e 0,21 ng mL?! e 4,85 ng mL?,
respectivamente. Os desvios padréo relativos para todos os meétodos foram
inferiores a 5% e os coeficientes de determinagéo das curvas analiticas superiores a

0,99%. Dentre as macés e os produtos de maca comercializados no municipio de



Pelotas — RS analisados, 77% apresentaram residuo de fungicidas em quantidades
inferiores aos limites residuais maximos estabelecidos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e 10% apresentaram presenca de fungicida ndo
autorizado para a cultura. A aplicacdo de campos elétricos continuos demonstrou
potencial para a degradacdo de patulina e de residuos de piraclostrobina,
apresentando um percentual de degradacdo de até 76% para a patulina, e de até
64% para a piraclostrobina. O modelo matematico estabelecido para o processo de
degradacgéo da patulina apresentou um coeficiente de determinacéo de 82% e pela
analise de superficie de resposta foi possivel observar que no potencial 6timo (2,6
V), é possivel obter uma degradacdo maximizada em todas as condicbes de pH

avaliadas.

Palavras-chave: Micotoxina; Fungicidas; QUEChERS; Malus domestica,

Cromatografia; Espectrometria de massas; Campos elétricos continuos.



Abstract

Garcia, Marcela do Vale. Analysis of patulin and fungicides in apples and their
degradation by continuous electric field. 2018. 78p. Dissertation (Masters in Food
Science and Technology) — Programa de Pos-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Faculdade de

Agronomia ‘Eliseu Maciel’, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Apple is the second most consumed fruit in the world and presents important
economic and nutritional roles. Its cultivation is susceptible to attack by fungi, among
which species capable of synthesizing mycotoxins, such as patulin. An alternative to
minimize contamination by mycotoxins is the control of fungi using fungicides, which
in turn can also present toxicity to humans. The objective of this study was to use
chromatographic methods coupled to mass spectrometry to detect and quantify the
fungicides: captan, carbendazim, chlorothalonil, epoxyconazole, pyraclostrobin,
tebuconazole, tetraconazole, and trifloxystrobin and the mycotoxin patulin in apples,
and to evaluate the potential of applying a continuous low intensity electric field for
degradation of patulin and the fungicide pyraclostrobin. Patulin and fungicides were
extracted from apples using a QUEChERS method. The method of analysis of patulin
by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) showed recovery
ranging from 91.8% to 114.8% and limits of detection and quantification of 0.61 ng
mL* and 3.57 ng mL?, respectively. The fungicides: carbendazim, epoxiconazole,
pyraclostrobin, tebuconazole, tetraconazole, and trifloxystrobin, were analyzed by
high performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry (HPLC-MS-
ESI-QToF-MS). The method showed recovery ranging from 94.5% to 100.4% and
limits of detection and quantification that ranged from0.07 g mL*t01.60 ng mL™*, and
from 0.21 ng mL* to 4.85 ng mL%, respectively. Relative standard deviations for all
methods were below 5% and coefficients of determination of analytical curves were
above 0.99%. Seventy seven percent of apples and apple products marketed in
Pelotas —RS analyzed, presented fungicide residue in quantities below the residue
limits established by the National Health Surveillance Agency (ANVISA) and 10%
showed the presence of fungicide not authorized for the crop. The application of
continuous electric fields showed potential for degradation of patulin and residues of

pyraclostrobin, presenting a degradation of up to 76% for patulin, and up to 64% for



pyraclostrobin. The mathematical model established for the process of degradation of
patulin presented a determination coefficient of 82% and by response surface
analysis it was possible to observe that at the greatest potential tested (2.6 V) it is
possible to obtain a maximized degradation in all pH conditions evaluated.

Keywords: Mycotoxin; Fungicides; QUEChERS; Malus domestica; Chromatography;

Mass spectrometry; Continuous electric fields.
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1 Introducéo

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, cerca de 600 milhdes de
pessoas adoecem por ano no mundo apos ingerir alimentos contaminados. Capazes
de causar mais de 200 doencas, variando de diarréia a cancer, os alimentos podem
ser considerados inseguros por conterem bactérias, virus, parasitas, ou substancias
quimicas nocivas, podendo estas ser de origem natural, como as micotoxinas, ou
oriundas de poluentes ambientais, como residuos de agrotdxicos e metais pesados
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Com o objetivo de garantir a seguranca dos alimentos, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), criou o programa de andlise de residuos de
agrotoxicos (PARA) que avalia continuamente os niveis de residuos de agrotdxicos
nos alimentos de origem vegetal. Para as micotoxinas, apesar de atualmente nao
haver nenhum programa de analise continua, a ANVISA estabelece através da RDC
n° 07, de 18 de fevereiro de 2011, os limites maximos tolerados (LMT)
(ANVISA, 2016; ANVISA, 2011).

Frente a probleméatica de garantir a seguranca dos alimentos, métodos tém
sido desenvolvidos e otimizados para identificar e quantificar a presenca de tracos
de agrotoxicos e micotoxinas em diversas matrizes. Devendo o controle ser feito
com medidas de monitoramento, mas também com o desenvolvimento de
mecanismos de reducéo e eliminacdo dos agentes contaminantes. Ademais, com o
avanco dos processos industriais, pesquisas vém sendo desenvolvidas com o
objetivo de incorporar o mecanismo de reducdo as novas tecnologias de
processamento.

A macd é a segunda fruta mais consumida no mundo e seu suco €
considerado um dos mais populares em paises da Europa e nos Estados Unidos.
Seu consumo tem sido associado a efeitos benéficos a saude, principalmente pela
disseminagao do dito popular “An apple a day keeps the doctor away”. Contudo, é
preciso tomar cuidado com a presenca de agentes contaminantes nos frutos e
produtos de maca, visto que a presen¢a da micotoxina patulina e de residuos de
agrotoxicos tem sido frequentemente relatada (ANVISA, 2016; BERETTA et al.,
2000).

O presente estudo abordou métodos de andlise para a deteccdo e

quantificacdo de fungicidas e de patulina que foram aplicados em um levantamento
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da presenca de fungicidas em macads e produtos de macad comercializados no
municipio de Pelotas-RS. Por fim, foi testado o efeito da aplicacdo de campo elétrico
continuo de baixa intensidade na degradacdo de patulina e do fungicida
piraclostrobina.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Validar métodos cromatograficos acoplados a espectrometria de massas
para detectar e quantificar fungicidas e patulina em macas e produtos derivados e
avaliar o efeito da aplicacdo de um campo elétrico continuo de baixa intensidade na

degradacédo de patulina e piraclostrobina.

2.2 Objetivos Especificos

a) Detectar e quantificar simultaneamente por HPLC-ESI-QToF-MS os fungicidas:

carbendazim, captan, clorotalonil, tetraconazol, epoxiconazol, piraclostrobina,

trifloxistrobina, e tebuconazol, em macga;

b) Detectar e quantificar patulina em maca por GC-MS;

c) Analisar a presenca de contaminacdo por fungicidas em macas e produtos
derivados comercializados no municipio de Pelotas — RS;

d) Avaliar o comportamento da patulina e piraclostrobina, quando submetidas a um

campo elétrico continuo de baixa intensidade;

e) Determinar as condicfes 6timas de pH e potencial para eletroxidacdo de patulina

e piraclostrobina.
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3 Revisdo de literatura

3.1 Maca

A macd € o pseudofruto pomaceo da macieira (Malus domestica Bork.)
pertencente a familia Rosacea e subfamilia das Pomoideas. E originaria do
Cazaquistdo e Asia central, e possui grande diversidade de espécies selvagens,
com diferentes formas, cores e sabores (PASA, CASTRO & SILVA, 2012). A fruta é
consumida principalmente in natura, mas também é possivel encontra-la processada
nas formas de chips, doces, purés, néctares e sucos (PEREIRA, 2014).

Atualmente a China lidera a producdo mundial de macas, sendo responsavel
por aproximadamente 56% do total produzido. Os Estados Unidos com 6% vem em
segundo lugar, seguido por Polénia com 5% e Peru com 4%. O Brasil ocupa a
décima terceira posicdo com 1,3%, equivalente a uma producéo de 1,04 milhdes de
toneladas no ano de 2016 (FAO, 2018).

De acordo com a Associacao Brasileira de Produtores de Maca (ABPM) o
cultivo da maca teve um importante desenvolvimento no pais nos ultimos 50 anos.
Registros apontam que o0s primeiros plantios comerciais comecaram a partir de
testes experimentais em 1963, quando a fruta era o segundo produto alimentar mais
importado no pais. A possibilidade de cultivo nas regides altas do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina e sul do Parana levou o governo brasileiro a estimular o cultivo
através de incentivos fiscais (KIST, 2015). Apos graduais avancos em organizacao,
pesquisa e tecnologia, 0 pais passou de importador a exportador da fruta, com
valores aproximados de exportacao de 331 mil toneladas de macgés frescas e sucos
no ano de 2012 (MAPA, 2013). Dessa forma, a cultura da mag¢éd adquiriu forte
importancia econdmica e social, principalmente para as areas onde séo produzidas.

Atualmente a regido sul é a principal produtora, responsavel por 99,4% da
producdo total no pais, dividida entre Santa Catarina (49%), Rio Grande do Sul
(46,5%) e Parana (4,9%), o que resulta aproximadamente em um total de 36 mil
hectares de area plantada (IBGE, abril/2016).

A predominéancia e a alta produtividade da regido sul, sédo atribuidas ao clima
subtropical e temperado, propicio para o melhor desenvolvimento de macas, visto

gue a macieira exige durante o repouso hibernal um namero especifico de horas sob
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temperaturas baixas, podendo variar de 300 a700 horas, sob temperaturas abaixo
de 7,2°C, ou 9,7 ° C dependendo da cultivar (EMBRAPA, 1994).

As cultivares Gala e Fuji produzem frutos com algumas caracteristicas
apreciadas pelos consumidores do mercado interno para 0 consumo in natura, como
por exemplo, a epiderme avermelhada e a baixa acidez de polpa. Além disso, as
tecnologias atualmente disponiveis permitem que as macas Gala sejam colhidas em
fevereiro e estocadas em camara fria até dezembro, e as variedades Fuji sejam
colhidas em abril e estocadas at¢é o més de fevereiro do ano seguinte, tendo o
abastecimento garantido ao longo de todo ano (QUEJI, 2008; MAPA, 2013). Por
esses fatores, as cultivares Gala e Fuji junto com suas diversas mutacées
concentram quase toda a producéao brasileira. Juntas representam aproximadamente
90% da producao, enquanto os 10% restantes sdo distribuidos entre as cultivares
Golden Delicious, Brasil, Anna, Condessa, Catarina e Granny Smith (SEBRAE,
2016).

A instrucdo normativa N°5, de 9 de fevereiro de 2006, regulamenta os
parametros de identidade e qualidade da maca. Atualmente as macas de mesa sao
divididas nas categorias: extra; categoria 1; categoria 2 e categoria 3. A classificacéo
se baseia no peso e a presenca/auséncia de defeitos, tais como: baixa qualidade
guanto a forma, tamanho e uniformidade da cor; presenca de cicatrizes
(provenientes de insetos, passaros, granizo ou resultantes de tratos culturais e
transporte inadequados); problemas fisioldgicos, e sintomas de doencgas, como por
exemplo, manchas de sarna-da-macieira, ocasionada pelo fungo Venturia inaequalis
(BRASIL, 2006; QUEJI, 2008).

Apesar da classificacdo da macgéa ocorrer a partir dos aspectos visuais, as
macas também podem apresentar sintomas internos de doencas, visto que esporos
fungicos séo capazes de penetrar o nucleo do fruto quando em desenvolvimento, e
apos a colheita, com a reducdo dos mecanismos de defesa, podem germinar,
causando deterioracao interna (TOURNAS & MEMON, 2009). Soliman et al. (2014)
estudaram a microbiota do nucleo de diferentes variedades de magéas, quando
frescas, armazenadas e com injurias, e identificaram a presenca de fungos dos
géneros: Penicillium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Alternaria spp. e
Trichoderma spp. Os fungos foram isolados e avaliados quanto a capacidade de
biossintese de micotoxinas, sendo verificada a producdo de ocratoxina A, patulina,

alternariol, tentoxina e T2-toxina, além de transcritos de genes especificos que
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codificam para enzimas das rotas de biossintese de aflatoxina, tricotocenos e AM-

toxina.

3.2 Micotoxinas

As micotoxinas sdo metabdlitos especializados, toxicos, produzidos
principalmente por fungos filamentosos quando em condi¢des ideais de umidade e
temperatura. Sdo formados no final da fase exponencial do crescimento fangico, e
nao possuem significancia aparente no metabolismo ou crescimento do organismo
produtor (FIB, 2009; NIELSEN et al., 2009). S&o consideradas contaminantes de
origem bioldgica, de grande incidéncia nos alimentos, e de dificil controle. Produtos
agricolas como gréos, nozes e frutas, sdo commodities comumente contaminadas
por estes fungos (MURPHY et al., 2006).

3.2.1 Patulina

A patulina € uma micotoxina produzida por mais de 60 espécies de fungos,
entre eles o Penicillium expansum, P. patulum, P. crustosum, P. roqueforti, P.
claviforme, Paecilomyces spp., Saccharomyces vesicarium, Alternaria alternata,
Byssochlamys nivea, B. fulva, Aspergillus giganteus e A. clavatus (MOAKE;
PADILLA& WOROBO, 2005). Por ser o agente causador de uma doenca de alta
incidéncia na pos-colheita, o mofo azul ou bolor azul, o P. expansum tornou-se o
principal fungo associado a contaminacdo por patulina em frutas. As areas de
podriddo no fruto podem conter patulina que pode se difundir até quatro centimetros
além da lesdo, devido a sua hidrossolubilidade (LAIDOU, LOPOULOS &
LIAKOPOULOU, 2001; TRUCKSESS & TANG 1999). A patulina, 4-hydroxy-4H-furo
[3,2c] pyran-2(6H)-one (Figura 1), de formula molecular CsH7O4, massa molecular
154,12 g mol 2, e ponto de fusdo 111 ° C é uma lactona, que quando pura forma
cristais incolores. Possui absorcdo no UV maxima de 276 nm em etanol e
solubilidade em &gua e solventes organicos comuns, com excecdo do éter etilico,
benzeno e éter de petréleo (AOAC, 2002SIGMA ALDRICH, 1998). Apresenta
estabilidade em acidos diluidos e instabilidade em solu¢cbes alcalinas e compostos
sulfurosos como metabissulfito e radicais sulfidrila, e é resistente a temperatura de
125 ° C na faixa de pH entre 3,5 e 5,0 (MOAKE; PADILLA& WOROBO, 2005).
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Figura 1 - Férmula estrutural da patulina.

A patulina foi isolada na década de 1940, e varios estudos foram
desenvolvidos com objetivo de explorar sua atividade biol6gica; foi testada em
sprays de nariz e garganta para o tratamento de resfriados, e em pomadas para
tratamento de infec¢Bes fungicas. Contudo, tornou-se evidente durante as décadas
de 1950 e 1960 que a patulina além de sua atividade antibacteriana, antiviral e
antiprotozoaria, também apresenta toxicidade para plantas e animais. Por este
motivo, na década de 1960, foi reclassificada como micotoxina (BENNETT; KLICH,
2003).

Em geral a toxicidade da patulina € determinada por sua afinidade com o
grupo sulfidrila, que favorece a inativacdo de enzimas, alteracdes no DNA, e a
desregulacdo no equilibrio redox, devido a formagdo de adutos coma glutationa
(FLIEGE & METZLER, 2000; LIU et al., 2006; WRIGHT, 2015). Sintomas agudos
como, nervosismo, convulsdes, congestdo pulmonar e edema, além de efeitos
gastrointestinais, como distensdo do trato gastrointestinal, hemorragia intestinal e
degeneracdo de células epiteliais, foram atribuidos ao consumo de patulina
(ASSUNCAO et al., 2016; PUEL; GALTIER & OSWALD, 2010).

Estudos também demonstraram efeitos neurotoxicos, imunotoxicos,
genotoxicos e embriotoxicos em roedores (PUEL; GALTIER & OSWALD, 2010).
Becci et al. (1981) observaram que ratos tratados oralmente com doses de 0,1 a
2,5 mg de patulina / kg / dia no periodo entre 74 e 104 semanas nao apresentaram
tumores. A agéncia internacional de pesquisa sobre o cancer (IARC, 2002) classifica
a patulina como grupo 3, isto €, ndo carcinogénica para humanos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2002).

Embora ainda existam poucos dados toxicoldégicos em humanos, a patulina
vem sendo empregada como indicador de qualidade em suco e produtos de maca.
De forma que alguns paises tém estabelecido legislagbes para determinar limites

maximos toleraveis para patulina. Segundo as recomendacfes da Organizacao
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Mundial da Saude (OMS), o consumo de patulina ndo deve ultrapassar 0,4 pug / kg
do peso corporal / dia.

Uma alternativa para minimizar a ocorréncia de patulina em alimentos e
atender aos limites maximos estabelecidos é controlar o crescimento fungico no

periodo pré-colheita e pos-colheita com a aplicacéo de fungicidas.

3.3 Fungicidas

Os fungicidas constituem uma classe de agrotéxicos que tem por objetivo
controlar a ocorréncia dos fungos em plantas e alimentos por mecanismo
fungistatico, inibindo o crescimento dos fungos, ou por mecanismo antiesporulante,
inibindo a formacéo de esporos, podendo ser aplicados para acao preventiva ou de
tratamento (TOFOLI MELO &DOMINGUES, 2012). No Brasil, aproximadamente 20%
dos agrotoxicos utilizados sao fungicidas, com destague para o mancozebe,
carbendazim, tiofanato metilico e oxicloreto de cobre, que juntos representam 49,4%
dos fungicidas utilizados (IBGE, 2016). As técnicas empregadas para producao de
macads juntamente com o0s parametros de uso adequado dos agrotdéxicos sao
estabelecidos no Brasil pelo Ministério da Agricultura pelo programa Producéo
Integrada de Macd (PIM). Os fungicidas recomendados pela PIM incluem
Captan,Tetraconazol, Tebuconazol, e Trifloxistrobina, além dos recomendados com
restricdo Clorotalonil e Piraclostrobina. A Tabela 1 apresenta algumas caracteristicas

fisico-quimicas de fungicidas comumente utilizados na agricultura.
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Massa molecular

Fungicida Formula molecular ( B Estrutura quimica Solubilidade Toxicidade *
g mol -
Captan CoHsCIsNO2S 300,578 Agua v
Carbendazim CoHgN3O2 191,187 Insoluvel em 4gua Il
N
I Agua, e solventes
. Cl Cl organicos:
Clorotalonil CsClsN 265,91 1
benzeno, acetona,
Cl N metanol, e outros
SN
Cl
N
(/ 7 Agua e solventes
N— organicos: acetato
Epoxiconazol C17H13CIFNsO 329,76 de etila, acetona, i

Cl

etanol, tolueno, e

outros.
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Fungicida

Férmula molecular

Massa molecular

(g mol )

Estrutura quimica

Solubilidade Toxicidade *

Piraclostrobina

Tebuconazol

C19H18CIN304

C16H22CIN3O

387,82

307,82

N 1
— NYO\
(0]

N
=] HO
!

Cl

CHs

Agua, e solventes
organicos: octanol,
acetona, n-
heptano, metanol, e
outros.

Agua, e solventes
organicos:
diclorometano, n- v
hexano, tolueno e
octanol
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o i Massa molecular o
Fungicida Férmula molecular ( B Estrutura quimica
g mol -

Solubilidade Toxicidade *

Tetraconazol C13H11Cl2FaN3z0 372,14

Trifloxistrobina C20H10F3N204 408,37
O \N/OCH3

OCH

Agua, e solventes
organicos:
dicloroetano, 1]
acetona, metanol, e

outros.

Agua e solventes
organicos: acetona,
diclorometano,
acetato de etila,
hexano, metanol,

tolueno, e outros.

* Conforme classificacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sendo: | extremamente toxico; Il altamente toxico; Il medianamente toxico;

IV pouco téxico (ANVISA, 2018).
Fonte: ANVISA, 2018; PubChem, 2018.



25

O uso comum de fungicidas tem despertado um alerta sobre questdes de
saude e meio ambiente, visto que apesar de menos toxicos que outras classes de
agrotoxicos, também podem apresentar potencial mutagénico, carcinogénico e
teratogénico para o ser humano. Dessa forma, paises tém estabelecido limites
maximos toleraveis para cada uma dessas substancias de acordo com o tipo de
alimento (ANVISA, 2011; ANVISA, 2018; PAVESPA, 2018).

3.4 Legislacao

Os limites maximos estabelecidos pela legislagdo visam proteger os
consumidores dos possiveis efeitos toxicos que agentes contaminantes como as
micotoxinas e residuos de fungicidas podem ocasionar a saude. A Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determina através da RDC N° 7de 18 de fevereiro
de 2011 os limites maximos tolerados para micotoxinas em alimentos, que
estabelece para patulina em suco e em polpa de mac¢a um limite maximo toleravel
de 50 pug kg * (BRASIL, 2011). Os limites maximos toleraveis para fungicidas da
cultura da macéd sdo estabelecidos pelo indice de Monografias — ANVISA (2016),
(Tabela 2).

Tabela 2 - Limites maximos tolerados no Brasil para alguns fungicidas

Fungicida LMT (ug mL?)
Captan 25,00
Carbendazim 5,00
Clorotalonil 1,00
Epoxiconazol *
Piraclostrobina 2,00
Tebuconazol 0,10
Tetraconazol 0,40
Trifloxistrobina 0,05

*Fungicida ndo autorizado para cultura da maca.
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3.5 Métodos de determinacéo de patulina e fungicidas em maca

Com o objetivo de aperfeicoar e garantir o fornecimento de alimentos
seguros, pesquisas vém sendo realizadas para desenvolver, otimizar e validar
meétodos analiticos, mais rapidos, especificos e com menores limites de deteccéo.
Atualmente os métodos analiticos utilizados para identificar a presenca de
contaminantes nos alimentos dividem-se em duas categorias: métodos qualitativos,
como 0s baseados em ensaios imunoquimicos que sao rapidos e ideais para
triagem de um amplo nimero de amostras, e meétodos quantitativos como 0s
cromatograficos que permitem uma determinacdo sensivel, precisa e seletiva (LIMA
et al., 2007; STOPPELLI & MAGALHAES, 2005).

Um ponto critico nas andlises quantitativas é o preparo de amostras, visto
gue é nesta etapa que se realizam a extracdo do analito de interesse, sua pré-
concentracdo e a limpeza do extrato. Esta etapa € imprescindivel para remocéo de
interferentes, principalmente para quantificacdo de tragcos em matrizes alimenticias
complexas, como a mac¢ad, uma vez que proporciona a eliminacdo de acucares,
acidos organicos, aminoacidos, compostos fendlicos e elementos minerais,
reduzindo o efeito de matriz (LI et al., 2017; MARKOWSKI et al., 2015).

3.5.1 Extracéao

A extracdo em fase solida (SPE), a particdo liquido-liquido e o método
QUEChERS, sao alguns métodos utilizados para promover a extracdo de fungicidas
em macas (Tabela 3). O método QUEChERS (do inglés Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, and Safe) é atualmente o mais utilizado na determinacdo de
residuos de agrotoxicos em alimentos e permite a extracdo de varios analitos de
interesse em apenas trés etapas: extracdo com solvente, particAo com sais e
limpeza. S&o vantagens desse método a simplicidade, a diminuicdo da utilizacao de
solventes, a reducdo dos gastos, além de redugéo do tempo de andlise e dos riscos
a saude e ao ambiente (ANASTASSIADES et al., 2003; PRESTES, ADAIME &
ZANELLA, 2011).

Apesar de desenvolvido inicialmente para extracdo multirresiduo de

agrotoxicos, estudos tém demonstrado a aplicagdo do método QUEChERS para
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extracdo de micotoxinas. Manzanares, Campafa & Garcia (2013) testaram o método
para 15 diferentes micotoxinas em Silybum marianum, e concluiram ser uma boa
alternativa para analisar micotoxinas.

Atualmente as andlises de patulina em macd sdo realizadas utilizando
particdo liquido-liquido com acetato de etila, sendo esta adotada como meétodo
oficial da AOAC internacional, também conhecida por Associacdo das Comunidades
Analiticas (AOAC; 2000; LI et al., 2017). No método, o suco é extraido trés vezes
com acetato de etila, e limpo por particdo liquido-liquido com uma solucdo de
carbonato de sodio (1,5%). Em seguida é adicionado sulfato de sddio anidro para
adsorcdo da agua, o solvente é evaporado sob corrente de nitrogénio gasoso e a
ressuspencdo do residuo é feita em agua acidificada (pH 4). Contudo, este € um
método demorado, e a adicdo de carbonato de sddio é indesejavel, tendo em vista
gue a patulina é instavel em solucdes alcalinas (LI et al., 2017; MOAKE; PADILLA&
WOROBO, 2005).

Kharandi, Barbri & Azad (2013) adaptaram o método QUEChERS para
analise de patulina por cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas
(GC-MS). Inicialmente compararam a influéncia dos solventes acetato de etila e
acetonitrila  na reacdo de derivatizacdo  utiizando BSFTA  [N,O-
Bis(trimethylsilyltrifluoroacetamide] e concluiram que a acetonitrila além de
aumentar o rendimento de sililacdo, apresentou maior area relativa do pico e
recuperacdo quando comparada com o acetato de etila. Foram testados trés
volumes diferentes de solvente para a extracdo, além da presenca de cloreto de
sédio e carbonato de sodio. Para a etapa de limpeza, trés concentracfes diferentes
de amina priméria secundaria (PSA) foram estudadas. Foi identificado que o volume
ideal de solvente é 15 mL de acetonitrila para 5 mL de suco e que a combinacéo dos
sais cloreto de sodio e carbonato de sédio aumentam a recuperacéo de extracdo de
patulina em suco de maca. Para a etapa de limpeza, foi observado que a adi¢cdo de
400 mg de PSA promoveu maior area do pico relativo a patulina, e foi destacada a
importancia da adicdo de acido acético imediatamente apos a etapa de limpeza para

reduzir o pH, assegurando a estabilidade da patulina.
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Fungicida Matriz Extracéo Separacéo lonizacdo Deteccéo Coluna Fase mavel Autor/Ano
Tiabendazol,
Imazalil, laranja,
Tiofanato-metila, uva, Extracdo em Espectro- cis Metanol e
Pirimetanil, maca, fase solida Cromatografia meriria de (150 mm x agua (WANG et al.,
Epoxiconazol, tomate, (SPE), e acetato  Liquida Electrospray massas contendo 2007)
Iprodiona, bananae de etila 4,6 mm, 5 mM de
Procloraz, e alface 5 um) acido férmico
outros sete.
Vinclozolina,
Metalaxil, Sucos e . . . Espectro- Capilar
Cyprodinil, purés de :\imﬁ:gsﬁriﬁzg g;zrz:;ograﬁa Impacto de metria de (15mm x Hélio (;)(L)JgHA etal.
Captan, magcas g g elétrons massas 0,25mm;
Azoxistrobina 0,25um)
Carbendazim e Macs Mlcrfoextra'(iilo I(:‘,rorcrjlatccj)grall‘tla UV (315 cis (HU et al.,
Tiabendazol agas M 1ase solida — liquida de ata - (3150M) (150 mm x Metanol 50%  2008)
(SPME) eficiéncia (HPLC) 3.9 mm; 5 um)
Diniconazol Extragao em
Flusinazol ’ Maca. uva fase solida Cromatografia C18 (LIKAS
e . Vi‘; % (sPEre liquida de alta ) uv (250 mm x Acetonitrilae  &TSIROPOUL
o ciclohexano- eficiéncia (HPLC) (210 nm) 2,1 mm; agua 0S, 2010)
Tebufenozida. .
diclorometano 5 pm)
Carbendazim,
. Espectro-
Tiabendazol, metria de cs
Im.azalll, Suc0~ de QUEChERS , ou (,Zro_matografla Clectiosora Massas (150 mm x Agua e (LOPEZ et al.,
;r!dgmorfph, maca SPE liquida (LC) pray (MS-MSD- 4.6 mm: metanol 2007)
riadimefon, e ToF) 5um)

outros sete.
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Fungicida Matriz Extracéo Separacgéao lonizacdo Deteccéo Coluna Fase movel Autor/Ano
Arroz,

Bixafen, trigo,
Fluxapiroxade, pepino, . Espectro-

. Cromatografia : Cis i (DONG et al.

A 1
El.,lrarrettplrl;. tolfmate, QUEChERS liquida (LC) Electrospray metria de (50mmx ag:tisitrila 2012)
iraclostrobina e a acNe, massas 2.1 mm: 1,7 um)
Rabenzazol maca e
uva
Fenobucarb, . N Capilar
Diazinon, Maga Z/Ir:::rf(;(;tr;ﬁ%c; Cromatografia Impacto de Eserzﬁgt;: (30mm (BOLA &
. ! x0,2 ; Héli
Chlorota!onll e (SPME) gasosa (CG) Elétrons MAsSas 0,25mm €lio HUAT, 2013)
Chlorpyrifos 0.25 ym)
Pirimetanil,
Fludioxonil, Sucos de M traca Cromatografia Cis YOU et al
Azoxistrobina, uva, maca i 'S:ggjirﬁjs liquida de alta UV 270 nm (150mm x 4,6 Acetonitrila e (2018) etal,
Ciprodinil e e péra 9 q eficiéncia (HPLC) mm; 4gua
Piraclostrobina 5 um)
iracl . c1s Acetonitrila e

Pirac ostrt.)blna, i Cromatografia Espe_ctro— (50 mim x tampéo (FAN et al.,
Prpcloraz, 1.4,6- Maga QUEChERS liquida de alta Electrospray metria de 3.0 mm: acetato de 2018)
Trichlorophenol eficiéncia (HPLC) massas 2,7 pm), aménio

(20mM)
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3.5.2ldentificacdo e quantificacéo

Técnicas analiticas baseadas em separacdo por cromatografia liquida ou
gasosa tém sido frequentemente utilizadas para analise de micotoxinas e fungicidas
em maca, variando no tipo de método de deteccao (Tabela 3). Atualmente o método
mais utilizado para deteccdo de patulina € por absorbancia no UV conforme
recomendado pela AOAC. Contudo alguns fatores, como a presenca de interferentes
advindos da composi¢do da matriz e a baixa seletividade dificultam uma analise
precisa (MACDONALD et al., 2000; KHARANDI; BABRI & AZAD, 2013).

A espectrometria de massas é uma das técnicas mais importantes de
andalise molecular, e quando acoplada com técnicas cromatograficas ela combina a
capacidade de separacdo da cromatografia, com seu alto potencial em fornecer
informacdes estruturais de massa molecular (COLLINS; BRAGA& BONATO, 2006;
Ll et al., 2017). Além disso, apresenta alta seletividade, e em alguns casos permite a
quantificacdo de picos sobrepostos, diferentemente dos detectores por absorbancia
no ultravioleta e no visivel. Os espectrometros de massas podem diferir entre si pelo
tipo de fonte de ionizacdo, analisador de massas e detector de ions (COLLINS;
BRAGA& BONATO, 2006).

Atualmente existem métodos confidveis que permitem a deteccdo e
quantificacdo da patulina, utilizando espectrometros de massas com fonte de
ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (APCIl) e com fotoionizacdo a pressao
atmosférica (APPI) (SEWRAM et al.,, 2000; TAKINO; DAISHIMA & NAKAHARA,
2003). Kataoka et al. (2009) desenvolveram um método para determinacdo de
patulina em amostras de suco de frutas e em frutas secas utilizando agua e
acetonitrila (80:20, v/v) como fase movel e fonte de ionizagdo electrospray (ESI)
concluindo que no modo negativo € possivel obter uma ionizacdo eficaz atingindo
um limite de deteccdo de 23,5 pg mLt. Contudo, Malysheva et al. (2012) relataram
gue as tentativas para alcancar um sinal ESI-MS Uutil para a patulina utilizando trés
diferentes geracdes de instrumentos triplos quadrupolo e diferentes fases moveis,
nao foram bem-sucedidas.

As andlises de patulina realizadas por cromatografia gasosa necessitam de
uma etapa prévia de derivatizacdo, por exemplo, a sililacdo, para promover a
reducdo da polaridade da molécula e favorecer sua volatilizacdo. Kharandi, Barbri &

Azad (2013) observaram ao comparar a curva de calibracdo em solvente com as
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curvas de calibracdo na matriz, que os interceptos da curva da matriz com o eixo y
foram maiores que os obtidos para solugcdo padrdo em solvente na mesma

concentragdo, indicando um efeito de matriz positivo.

3.6 Métodos de degradacéo

Medidas para minimizar o risco potencial da presenca de micotoxinas e
residuos de fungicidas nos alimentos devem se basear no monitoramento da
ocorréncia de agentes contaminantes, mas também no emprego de medidas que
visem sua reducao (JARDIM & ANDRADE, 2009).

Alguns estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de reduzir o contetdo
de patulina a niveis seguros durante o processamento de alimentos, baseando-se
em tratamentos quimicos, como a aplicacdo de &cido ascérbico e o0zbnio,
tratamentos biolégicos como o uso de leveduras Saccharomyces cerevisiae e
bactérias Rhodosporidium paludigenum, e tratamentos fisicos como a aplicacdo de
radiacao UV, alta pressédo hidrostatica, luz pulsada e sonicacdo (AVSAROGLU et al.,
2015; CHANDRA et al.,, 2017; FUNES et al.,, 2013; SALADINO et al., 2016;
KOKKINIDOU, FLOROS & LABORDE, 2014; MCKENZIE et al., 1997).

A degradacéo de fungicidas ocorre habitualmente de maneira natural através
de mecanismos oxidativos, porém alguns estudos também tém sido desenvolvidos
para promover sua degradacdo com tratamentos como, por exemplo, a aplicacéo de
radiacdo UV para degradar o fungicida piraclostrobina (PASSOS; RODRIGUES &
REIS, 2013; LAGUNAS-ALLUE et al. 2012).

Apesar de estudos demonstrarem o potencial de tratamentos para reduzir o
conteldo de patulina e de fungicidas, alguns tratamentos podem alterar as
caracteristicas nutricionais e sensoriais dos produtos limitando sua aplicacdo. Sendo
assim, tratamentos baseados em tecnologias ndo térmicas como a aplicacdo de
campos elétricos apresentam potencial de utilizagcdo por preservar essas
caracteristicas (CHOI & NIELSEN, 2005; RAWSON et al., 2011; CRUSSES, 1973;
MORRIS, BRODY & WICKER, 2007).

O campo elétrico continuo de baixa intensidade, ou campo elétrico
moderado, € uma técnica ndo térmica caracterizada pelo uso de campos elétricos
menores ou iguais a 1000 V/cm. Contudo, apesar de ter sido estudado para

inativacdo de microrganismos, proteinas e enzimas, e para promover a modificagédo
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do amido, ainda pouco se conhece sobre seu uso para degradar compostos toxicos
como as micotoxinas e residuos de fungicidas (SAMARANAYAKE & SASTRY, 2016;
SASTRY, 2008)

A aplicacé@o de corrente elétrica ja tem sido utilizada em outras areas, como
no tratamento de residuos, para promover a degradacdo de moléculas por
eletroxidacdo. No geral o fendmeno da passagem de corrente elétrica através de
uma célula eletroquimica provoca a transferéncia de cargas e conducdo idnica,
podendo levar a uma eletroxidacdo por um mecanismo direto com a adsorcdo do
composto na superficie do anodo (eletrodo positivo) e degradacéo pela transferéncia
de elétrons, ou indireto pela formacéo de oxidantes fortes como hipoclorito, 0zénio e
perdxido hidrogénio, ocorrendo a degradacdo da molécula a partir da reacdo de
oxidacao proporcionada por estes oxidantes (WIMMER, 2007).

3.7 Validacdo de métodos analiticos

A validagdo tem por objetivo demonstrar atraves de evidéncias
documentadas que um método analitico € adequado para o seu proposito. Este
procedimento deve ser realizado sempre que se desenvolver um novo método, ou
realizar adaptacfes em metodologias ja validadas, incluindo novas técnicas ou uso
de diferentes equipamentos. Para tal se deve avaliar parametros como exatidao,
repetitividade, precisdo intermediaria, seletividade, limites de deteccdo e
guantificacdo e linearidade (BRITO et al., 2003).

3.7.1 Seletividade

A seletividade é definida como a capacidade do método analitico em medir
inequivocamente e diferenciar o(s) analito(s) na presenca de outros componentes
como metabdlitos, impurezas, degradantes, componentes da matriz, etc. Num
processo de validacdo este deve ser o primeiro aspecto avaliado, visto que se nao
for assegurado, os parametros de linearidade, exatiddo e precisdo estardo
comprometidos (PETERS; DRUMMER & MUSSHOFF, 2007; RIBANI et al., 2004).
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3.7.2 Linearidade da curva

A linearidade da curva é definida a partir da relacao entre a concentracao do
analito e a resposta do equipamento. O procedimento de calibragdo mais simples
requer a preparacdo de uma série de diluicbes a partir de uma solucédo padrao
estoque que cubra uma faixa razoavel de resposta do sinal, isto é, de seis a oito
pontos espacados (AOAC, 2002). No geral as curvas devem ser preparadas por
adicdo do analito na matriz, mas quando esta n&o exerce nenhum efeito sobre o
sinal do equipamento € possivel que as curvas sejam preparadas em solvente
(RIBANI et al., 2004). A partir das repeticOes faz-se o ajuste dos resultados a um
modelo matematico que seja capaz de descrever adequadamente a relacdo entre a
concentracdo e a resposta. Normalmente os modelos lineares sao preferiveis,
contudo, se necessario, € possivel usar modelos néao lineares, por exemplo, a
equacdo de segundo grau (BRITO et al., 2003; PETERS; DRUMMER &
MUSSHOFF, 2007).

3.7.3 Estabilidade

A determinacdo da estabilidade do analito na matriz durante todo o
procedimento é pré-requisito para uma quantificacdo confiavel. Uma validacéo
completa deve realizar experimentos de estabilidade para os varios estagios da
analise, incluindo a etapa de armazenamento. No entanto, quando se tem bem
estabelecidos os dados sobre a estabilidade do analito em estudo, e estes se
encontram disponiveis na literatura, esta etapa pode ser dispensada (PETERS;
DRUMMER & MUSSHOFF, 2007).

3.7.4 Exatidao (Recuperacéao)

A exatiddo é expressa através da concordancia entre o valor resultante do
ensaio experimental e o valor teérico, tido como verdadeiro (BRITO et al., 2003;
RIBANI et al., 2004). As formas mais utilizadas para determinar a exatiddo de um
método sédo: materiais de referéncia, a comparacdo de meéetodos e 0s ensaios de

recuperacdo (RIBANI et al., 2004). A avaliacdo deve ser verificada a partir de no



34

minimo nove determinacdes, desde que sejam contempladas as concentracdes
baixa, média e alta, em triplicata (ANVISA, 2012).

3.7.5 Precisao

A precisao € expressa pela dispersao dos resultados entre ensaios repetidos
utilizando uma mesma amostra, sob uma condi¢ao especifica, de forma que, quanto
menor a dispersdo maior a precisdo do método (RIBANI et al., 2004). A precisdo
deve ser calculada pela determinacdo do desvio padréo, variancia ou coeficiente de
variacdo (CV) (GIUDICE, 2016). Num processo de validacdo, normalmente s&o
aceitos coeficientes de variacdo entre 1% e 2%, mas para analise de tracos ou
impurezas, é aceita uma variacdo de até 20% dependendo da complexidade da
amostra (RIBANI et al., 2004).

Quanto as condi¢cdes de analise, a precisdo pode ser dividida em trés
categorias: repetitividade, precisdo intermediéria e reprodutibilidade. A repetitividade,
preciséo intra-ensaio ou intra-corrida, consiste na concordancia entre os resultados
obtidos de medicbes sucessivas, realizadas sob as mesmas condi¢cdes (mesmo
método, analista, local e instrumento) em curto intervalo de tempo (RIBANI et al.,
2004). Ja a precisdo intermediaria é a concordancia entre os resultados obtidos a
partir de medicdes realizadas em diferentes dias, analistas e/ou equipamentos.
Sendo recomendado pela ANVISA um intervalo minimo de dois dias com diferentes
analistas. Esta medida é considerada a que melhor representa a variabilidade dos
resultados em um Unico laboratorio (ANVISA, 2003; GIUDICE, 2016; RIBANI et al.,
2004).

A reprodutibilidade é obtida a partir do grau de concordancia entre os
resultados da medi¢cdo de uma mesma amostra, sob condi¢cfes distintas (mudanca
de operador, local e equipamento). Dados de reprodutibilidade s&o obtidos
normalmente de estudos de colaboracdo entre laboratérios, para determinar a
padronizacdo de procedimentos analiticos a serem incluidos em farmacopeias,
procedimentos do CODEX e outros (RIBANI et al., 2004).

3.7.6 Limite de deteccéao e quantificacao
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O limite de deteccdo (LD) é a menor concentracdo do analito que pode ser
distinguida do sinal do branco/ruido, mas ndo necessariamente pode ser
quantificada, sendo util apenas para o controle de impurezas indesejaveis. Enquanto
que o limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade ou concentracdo de um
analito que pode ser estimada com confiabilidade (AOAC, 2002; BRITO et al., 2003)

3.7.7 Efeito de matriz

O efeito de matriz é determinado pela interferéncia causada pelas
substancias inerentes a matriz na resposta do equipamento (CASSIANO et al.,
2009). A amplitude desses efeitos pode estar relacionada ao preparo da amostra.
Amostras quando muito concentradas ou que passaram por uma etapa de limpeza
ineficiente podem afetar a qualidade dos dados, levando a uma supressdo ou
aumento no sinal do ion (HOLADOVA & KEMPNY, 1998). O efeito de matriz pode
ser classificado em baixo quando houver uma variacdo de 20%, médio quando a
variacéo for entre 20% e 50% e alto quando superior a 50% (FERRER et al., 2011).

Sao descritos dois tipos de efeito de matriz, o0 chamado efeito rotacional e o
chamado efeito translacional. O efeito de matriz rotacional se caracteriza pela
variacdo no coeficiente angular da curva obtida na adicdo de padrdo, em relacao a
curva obtida em condi¢cdes similares na padronizacdo externa, enquanto o efeito
translacional se caracteriza pela relagéo entre a soma do sinal da amostra ao sinal
do padrao e o sinal da amostra fortificada (TONEGURRI, 2017).

O efeito de matriz pode ser influenciado pela estrutura quimica, propriedades
fisicas do analito (como volatilidade), tipo de matriz e pela relacdo entre a
concentracdo de analito e matriz (TANG & KEBARLE, 1993; TAYLOR, 2005). Na
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas o efeito de matriz ocorre
devido a coeluicdo de moléculas advindas da matriz junto ao composto de interesse,
afetando a eficiéncia de ionizagdo na interface electrospray (TAYLOR, 2005). Na
cromatografia gasosa o efeito de matriz é explicado pela presenca de sitios ativos
livres no injetor, coluna e fontes de ions, principalmente grupos silanol. Quando uma
solucdo padrdo preparada em solvente € analisada por GC, o analito se liga a esses
sitios, reduzindo a quantidade transferida para a coluna e/ou detector. Quando se

analisa na matriz, o0s componentes presentes reduzem a interacdo do analito de
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interesse com 0s sitios ativos, ocasionando uma resposta mais alta (FRENICH et al.,
2009; FUJIYOSHI et al., 2016).
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4 Materiais e métodos

Os experimentos foram realizados nos laboratérios de Fisiologia POs-
colheita de Frutas e Hortalicas e de Cromatografia e Espectrometria de Massas
(LaCEM), pertencentes ao Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial e
vinculados ao programa de Pos-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
(PPGCTA) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os ensaios de campo
elétrico continuo foram realizados no Laboratério de Eletroquimica do Instituto

Federal Sul-riograndense (IFSul).

4.1 Materiais

Para validacdo do método foram utilizadas macéas do tipo Gala adquiridas no
comeércio local de Pelotas - RS, sendo selecionados frutos sadios, isentos de injurias
e podriddes e contendo peddnculo. Para avaliacdo dos residuos de fungicidas foram
adquiridas amostras de maca e produtos de macga de acordo com a oferta de cada
estabelecimento realizando coletas em 9 estabelecimentos comerciais
(supermercados e feiras) do municipio de Pelotas-RS.

Foram utilizados os reagentes de grau analitico para analise (P.A), sulfato de
magnésio anidro (MgSOa4), acido acético glacial e acido cloridrico da marca Vetec.
Cloreto de sodio (NaCl) e carbonato de sédio (Na2COs) da marca Synth, e amina
primaria secundaria (PSA) da marca Sigma Aldrich. Acetonitrila grau HPLC da marca
AppliChem, acido férmico e reagente de derivatizacdto N, O-
bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA) da marca Sigma Aldrich,

Os padrdes analiticos utilizados foram: micotoxina patulina (CAS: 149-29-1),
e os fungicidas clorotalonil (CAS: 1897-45-6), captan (CAS: 133-06-2), tetraconazol
(CAS: 112281-77-3), epoxiconazol (CAS: 133855-98-8), e piraclostrobina (CAS:
175013-18-0), todos com alto grau de pureza e da marca Sigma-Aldrich. Para a
analise dos fungicidas trifloxistrobina (CAS: 141517-21-7), tebuconazol (CAS:
107534-96-3) e carbendazim (CAS: 10605-21-7), foram utilizados os produtos

comerciais Fox (Bayer), Nativo (Bayer) e Carbendazim (Nortox).

4.2 Métodos
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4.2.1 Preparo do extrato (QUEChERS)

As macas e produtos de macads adquiridos para andlise do teor de
contaminacgao por fungicidas foram preparados conforme descrito no item 4.2.6.

Para a validacdo do método as macas selecionadas foram lavadas em agua
corrente e imersas em solugdo clorada (200 mg L 1), por 15 min. Em seguida foram
novamente lavadas em agua corrente, e cortadas, sendo descartadas a parte central
e as sementes. Os pedacos foram triturados e centrifugados em centrifuga para
sucos (Walita, TuttiFrutti). O suco obtido foi imediatamente utilizado para o preparo
do extrato.

Para a extragdo, adicionou-se 15 mL de acetonitrila em 5 mL de suco em um
tubo de polipropileno para centrifuga de 50 mL. Apo6s agitacdo em vortex por 20 s
uma mistura de 4 g MgSOs4, 1 g NaCl e 0,5 g Na2COs foi adicionada a solucéo, que
foi imediatamente agitada em vortex por 30 s. A mistura foi centrifugada a 1878 x g
durante 5 min, e o sobrenadante foi transferido para um tubo de centrifuga de 50 mL
contendo 400 mg de PSA e 1200 mg de MgSOa. A mistura foi agitada em vortex por
30 s, e centrifugada (2935x g durante 5 min), o sobrenadante foi transferido para um
tubo de centrifuga de 15 mL, onde foi adicionado 100 pL de &cido acético glacial. O
extrato foi armazenado sob refrigeracdo (-4°C) (KHARANDI; BABRI & AZAD, 2013).

4.2.2 Preparo das solucdes estoque

A solucéo estoque de patulina foi preparada a partir da ressuspensao do
padrao em etanol. A concentracdo da solucao foi determinada pela lei de Lambert-
Beer (Equacéo 1) dada pela medida da absorbancia no UV no comprimento de onda
276 nm no espectrofotdmetro Jenway 6700 (AOAC, 2000).

Abs =EXxbxC (1)
Onde Abs corresponde ao valor da absorbancia medida, £ o coeficiente de

absortividade molecular da patulina em etanol (14600), b o comprimento

atravessado pelo feixe de radiacédo (1 cm) e C a concentragdo em mol L 2.
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As solucdes estoques dos fungicidas foram preparadas na concentracao de
1 mgmL? a partir da dissolucdo de 10 mg do padrdo seco, pesado em balanca
analitica de precisdo, em 10 mL de acetonitrila grau HPLC. As solu¢gBes dos
fungicidas comerciais foram preparadas a partir da diluicdo em agua ultrapura, de
forma a obter uma concentracéo final de 1 mg mL? do ingrediente ativo de maior
concentracdo no produto. Desta forma, a concentracdo dos ingredientes ativos
presentes na solucdo estoque do fungicida comercial FOX foi 0,85 mg mL?! de
trifloxistrobina; do fungicida comercial NATIVO foi 1 mgmL?! de tebuconazol e
0,5 mg mL? de trifloxistrobina; e do fungicida comercial Carbendazim foi 1 mg mL

de carbendazim.

4.2.3 Método de analise de patulina (GC-MS)

Para a analise de patulina por cromatografia gasosa, realizou-se
previamente uma reacao de derivatizagdo, na qual 1 mL do extrato (item 4.2.1) foi
transferido para um microtubo de centrifuga de 2 mL, e evaporado até a secura
aplicando uma leve corrente de gas nitrogénio. Apés a evaporacao, o residuo seco
foi ressuspendido em 300 pyL de acetonitrila sob agitacdo em vortex por 15s. Em
seguida foram adicionados 100 uL de BSTFA novamente sob agitacdo em vortex. A
mistura foi mantida a 70 ° C por 30 min em banho-maria. Apds a reacédo, a solucao
foi transferida para um insert de 250 yL contido em um vial (1,5 mL) e 1 yL da
solucéo foi injetada imediatamente no GC-MS.

Os parametros para a analise por cromatografia e espectrometria de massas
foram adaptados de Kharandi, Barbri & Azad (2013). Foi utilizado um cromatografo a
gas Shimadzu GC-MS QP2010 Ultra com injetor automéatico AOC-20i e biblioteca de
espectro de massas NIST 2011, com uma coluna capilar Rtx-1MS (30 m x 0,32 mm
x 0,25 ym) para a separagao, e gas hélio para arraste, com um fluxo constante de
1,8 mL min . A injecéo foi feita no modo splitless, com temperatura do injetor de
250 ° C, e as temperaturas da fonte de ions e interface do MS de 280 ° C. O forno foi
inicialmente mantido a 100 ° C durante 2 min e programado para 140 ° C a uma taxa
de aquecimento de 15° C min -1, ao atingir 140 ° C, a temperatura foi elevada para
170 ° C a uma taxa de aquecimento de 5° C min -t e em seguida para 280 ° a uma
taxa de aguecimento de 15 ° C min -t a qual foi mantida por 5 min. O tempo total de

analise foi de 26 min. Inicialmente o espectrdmetro de massas foi operado no modo



40

de varredura (SCAN), utilizando uma faixa de massas de m/z 70 a 600. Uma vez
estabelecido o tempo de retencédo da patulina, assim como seus fragmentos mais
intensos (170, 183 e 226), passou-se a utilizar o modo de monitoramento de ions
selecionados (SIM).

4.2.4 Método de andlise de fungicidas (HPLC-ESI-QToF-MS)

A andlise multirresiduo de fungicidas foi baseada no método descrito por Luz
et al., (2016). Foi utilizado cromatégrafo a liquido de ultra-alta eficiéncia (Shimadzu,
Prominence) acoplado a espectrometro de massas de alta resolucdo (tipo
quadrupolo-tempo de vb6o0) (Brucker Impact HD), com fonte de ionizacéo
electrospray. Os compostos foram separados por uma coluna de fase reversa Shim-
pack XR-ODS C18 (75mm x 2,0mm; 2,2um). Para eluicdo dos compostos foi
utilizado um gradiente com as solu¢des de acido férmico em agua (0,1% vl/v, fase
moével A) e acido formico em acetonitrila (0,1% v /v, fase movel B). O gradiente
iniciou com 10% B, mantido por 2 min, passou a 50% B em 7 min e 100% B aos
22 min, permanecendo nessa condi¢cdo até 25 min; aos 27 min voltou-se a condicdo
inicial (10% B), permanecendo assim por 3 min.

Inicialmente o espectrémetro de massas foi operado nos modos positivo e
negativo, e apds a identificacdo do melhor modo de ionizacéo, passou a ser utilizado
apenas no modo positivo. A faixa de massas selecionada para obtencdo dos
espectros foi de m/z 50 a 1200. O potencial do capilar foi 4500 V com pressao do
nebulizador de 40 psi, fluxo de gas de secagem (N2) de 9 L min -1, e temperatura da
fonte 180 ° C. Para a calibracdo foi utilizada uma solucdo de formiato de sodio
(10 mM). Os dados foram analisados pelo software Data analysis 4.0 (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha), a partir da identificacdo da relacdo massa/carga
(m/z), considerando a adicdo de um proton [M+H]* e a possibilidade da formacé&o de
outros adutos. O processamento das curvas de calibracdo foi realizado utilizando o

software Quanty Analysis (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).

4.2.5 Validacdo dos métodos analiticos

As metodologias estudadas foram validadas, a partir da avaliacdo da

seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limites de quantificacdo e deteccao, e
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efeito de matriz, de acordo com as orientacdes do guia de validacdo da ANVISA
(2003).

4.2.5.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada pela observacdo da presenca, ou auséncia de
picos interferentes. Isto é, picos provenientes da matriz, ou dos analitos que

coincidam em tempo de retengéo.

4.2.5.2 Linearidade de resposta do detector

A linearidade de resposta do detector foi obtida com base na injecdo das
solucbes preparadas a partir das solucdes estoque. Foi transferido um volume
especifico de cada solu¢édo estoque para um microtubo de centrifuga (2mL), no qual
a solucéo foi evaporada sob leve corrente de N2 gasoso. O mix de fungicidas foi
ressuspendido em 1 mL de acetonitrila e a patulina ressuspendida em 300 pL para
derivatizacao, conforme descrito no item 1.2.3. ApGOs o preparo, foram realizadas dez
diluicdes seriadas na proporcéo de 1:1 (v /v). As concentracdes maximas e minimas
injetadas de cada analito estdo informadas na Tabela 4. A linearidade foi atribuida
ao coeficiente de determinacdo (R?), calculado para a equacdo linear da reta
(Equacao 2), onde y é a concentragdo real e x a area referente ao pico do analito.

y =ax +b (2)

Tabela 4-Concentracdes da linearidade

Concentragdo (ng mL1)

Analito Méxima Minima
Patulina 1500 2,92
Captan 2500 4,88
Carbendazim 2500 4,88
Clorotalonil 2500 4,88
Epoxiconazol 2500 4,88
Piraclostrobina 2500 4,88
Tebuconazol 2500 4,88
Tetraconazol 2500 4,88

Trifloxistrobina 3393 6,63
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4.2.5.3 Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacédo (LQ)

Os limites de deteccéo (LD) e quantificacao (LQ) foram estimados com base
no coeficiente angular (CA) e no desvio padrdo do coeficiente linear (o CL) dos
modelos analiticos ajustados no ensaio de linearidade, Equacbes 3 e 4
respectivamente(ANVISA, 2003; Ribani et al., 2004).

LD=3%(%) (3)

LQ=10x(%2) (4)

4.2.5.4 Exatidao

A exatidao foi calculada a partir de ensaios de recuperacdo baseados na
comparacao da area dos picos referentes a amostra pura, fortificada com padrao, e
do padrdo puro em solvente (Equacdo 5). Foram testadas trés faixas de
concentracdo (baixa, intermediaria e alta) realizando trés repeticbes (ANVISA,
2003).

% Recuperagéo = AA/Z;AA (5)

Onde:
AAF = area do pico da amostra fortificada com o padrao;
AA = area da amostra nao fortificada;

AP = area do pico do padréo.
4.2.5.5 Preciséo
Foram avaliadas a repetitividade e a precisao intermediaria. A repetitividade

foi avaliada injetando trés concentracOes diferentes (alta, média e baixa) em trés

repeticbes consecutivas, enquanto a precisdo intermediaria foi determinada pela
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injecdo das trés concentracdes com trés repeticdes em dias ndo consecutivos. Os

resultados foram avaliados a partir do coeficiente de variacdo (CV) (Equacao 6).

_ DP
CV= —— x 100 (6)

Onde:
CV = Coeficiente de variacéo;
DP = Desvio padréo;

CMD = Concentracdo meédia determinada.
4.2.5.6 Efeito matriz

O efeito de matriz foi verificado a partir da construcdo de duas curvas, uma
preparada pela leitura do padrdo em acetonitrila e a outra pela avaliacdo do padrao
diluido no extrato, contendo todos os interferentes e co-extrativos da matriz. A

percentagem do efeito de matriz foi calculada a partir da Equacéo 7.

APE
EM= [ (555) -11 x 100 (7)
Onde:

EM = Efeito de matriz;

APE = Area do pico do analito presente no extrato;

APS = area do pico do analito no solvente.

4.2.6 Avaliacdo dos residuos de fungicidas em macéas e nos produtos de maca

comercializados no municipio de Pelotas - RS

Foram adquiridos no comércio de Pelotas-RS nove amostras de produtos de
maca (4 de chas, 1 de puré, 1 de suco, e 3 de macas desidratadas), e 22 amostras
de macga in natura dos tipo: Gala (16), Fuji (4), Pink Lady (1) e Granny Smith (1). As
amostras foram adquiridas de acordo com a oferta dos nove estabelecimentos

comerciais visitados aleatoriamente.
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Os produtos secos (cha e macéa desidratada) foram macerados em moinho
de bolas até a obtencdo de um po fino e homogéneo. Foi preparado um extrato
misturando 5 g do p6 obtido em 25 mL de agua ultrapura. O extrato foi sonicado por
30 min a uma frequéncia de 40 kHz em temperatura ambiente. Em seguida foi
filtrado em filtro de papel (25 um de poro). Cinco mililitros foram transferidos para um
tubo de centrifuga de 50 mL, no qual se procedeu a extracdo pelo método
QUEChERS (item 4.2.1). Foram utilizados 5 g das amostras de puré e 5mL das
amostras de suco para extragcdo (QUEChERS). As macgés in natura foram picadas,
descartando-se o pedunculo, as sementes e a parte central, trituradas em uma
centrifuga para sucos e 5mL foram separados para extracdo (QUEChERS).

Os extratos foram analisados por HPLC-ESI-QToF-MS conforme descrito no
item 4.2.4. A identificacdo dos residuos de fungicida foi realizada a partir da
deteccdo dos ions de interesse, considerando uma precisdo de massa de 5 ppm.
Comparou-se os valores de m/z dos compostos nas amostras com os dados obtidos
durante a validacdo do método utilizando os padrdes e com informagdes obtidas em
diferentes bases de dados livres disponiveis (METLIN, PubChem, Mass Bank) para
se ter evidéncia adicional para confirmacédo da identidade do composto quando nao
havia disponibilidade de padrdo analitico, mas apenas se disposto do produto

comercial.

4.2.7 Utilizacdo de campo elétrico continuo para degradacdo de patulina e

piraclostrobina

O experimento foi montado com o objetivo de avaliar o processo de
eletroxidacdo da patulina e da piraclostrobina. Foi utilizado um delineamento
composto central fatorial completo incluindo 4 pontos axiais e 4 centrais (DCC+
ponto central). A Tabela 5 apresenta o planejamento experimental com os 12
ensaios realizados, os valores codificados e os valores originais das variaveis
independentes estudadas (potencial aplicado e pH).

Os padrdes de patulina e piraclostrobina foram transferidos para microtubos
de centrifuga de 2 mL e evaporados sob leve corrente de nitrogénio gasoso. Apos a
secagem o conteudo foi ressuspendido em 1 mL de solucdo salina preparada com

NaCl e HCl de modo a obter uma condi¢do de condutividade e pH semelhante ao
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encontrado no suco de maca. Desta forma a condutividade foi fixada em 2,00 +
0,1mS cmt e o pH foi ajustado conforme determinado pelo planejamento
experimental.

Para realizacdo dos experimentos foi montada uma célula eletrolitica
(Figura 2) contendo uma fonte de alimentacéo controlada (Polimed DC power supply
PMI 3002 S), acoplada a um multimetro digital portatil (Intrutherm MD-300). Como
catodo e anodo foram usados eletrodos de platina de 0,5 mm de diametro. O
eletrodo foi imerso aproximadamente 13,38 mm na solugdo, proporcionando uma
area de trabalho de 2,62 mm 2. O potencial previamente estabelecido foi ajustado e
mantido por 20 min.

Apdés o tratamento, as solucdes de trabalho foram congeladas, e
posteriormente evaporadas até a secura por uma leve corrente de gas nitrogénio. O
conteudo seco foi ressuspenso em acetonitrila e as amostras foram analisadas
conforme descrito nos itens 4.2.3 e 4.2.4. O processamento dos dados foi realizado

utilizando o software Statistica 7.0.

Tabela 5 - Planejamento experimental da eletroxidagdo da patulina e da piraclostrobina

Potencial

Experimento V) pH

1 1,72 (-1,0) 4,0 (-1,0)
2 1,72 (-1,0) 6,0 (1,0)
3 2,80 (1,0) 4,0 (-1,0)
4 2,80 (1,0) 6,0 (1,0)
5 1,50 (-1,4) 5,0 (0,0)
6 3,00 (1,4) 5,0 (0,0)
7 2,25 (0,0) 3,6 (-1,4)
8 2,25 (0,0) 6,4 (1,4)
9 (C) 2,25 (0,0) 5,0 (0,0)
10 (C) 2,25 (0,0) 5,0 (0,0)
11 (C) 2,25 (0,0) 5,0 (0,0)

12 (C) 2,25 (0,0) 5,0 (0,0)
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Figura 2 - llustracdo da célula eletrolitica utilizada para os ensaios de eletroxidacdo. (1) Fonte de

alimentacéo; (2) multimetro; (3) catodo; (4) anodo.



47

5 Resultados

5.1 Validac&o do método

5.1.1Anélise de patulina por GC-MS em macéa

O ion com razdo massal/carga (m/z) 226, referente a massa molecular da
patulina adicionada de um radical trimetilsilil, apresentou tempo de retencéo de 8,42
min. O pico correspondente a patulina foi confirmado a partir da comparacao entre o
perfil de fragmentacdo experimental com o tedrico. Sendo que o padrao utilizado
apresentou 93% de similaridade com o perfil de fragmentacdo da biblioteca do
Instituto Nacional de Padrbes e Tecnologia (NIST). Os principais ions de referéncia
apresentados na Figura 3 foram 73 (100%); 170 (53%); 183 (50%); 111 (24%); 226
(22%), 198 (18%).

1.00(x10,000)
X3 /
\Si
0.75 /70
170 N
0.50 o
(A~
0.25 111 136 226
OOO ' ] ' ' ' ' IlI ‘l ' l ' ' ' ] ' ' ' ' ] ' ' ' ' ] ' ' ' ' ]
100 200 300 400 500 600

Figura 3- Espectro de massas da patulina (sililada), por GC-MS.

A seletividade do método, determinada a partir da comparagcdo entre 0s
cromatogramas do extrato de maca puro e o da solucao padréo de patulina, revelou
auséncia de picos advindos da matriz no mesmo tempo de retencdo do analito,

conforme ilustrado na Figura 4.
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Figura 4- Cromatograma da analise de patulina por GC-MS (a) extrato de maca puro no modo SCAN;
(b) padrédo puro no modo SCAN; (c) extrato de maca puro no modo SIM; (d) padrdo puro no modo
SIM.

Na Tabela 6 estdo apresentadas as equacdes de regressdo na matriz e no
solvente, seus respectivos coeficientes de determinacdo (R2), e os limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ). A curva de calibracdo da patulina foi construida
a partir de seis pontos, no intervalo de concentracdo 23-1500 ugL™ apresentando
R2=0,98 na curva em solvente e R2=0,99 na matriz. Em solvente, a patulina
apresentou LD de 1,68 yg Lt e LQ de 5,08 ug L1, enquanto na matriz apresentou LD
de1,15ugLte LQde 3,50 ug L.
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Tabela 6 - Equacao da reta, coeficiente de determinacado e limites de deteccdo e quantificacdo para
patulina por GC-MS

Analito Diluicao Equacéo R2 LD (ugL?1) LQ (ugL?Y)
] Solvente y = 49,05x - 3962 0,983 1,68 5,08
Patulina
Matriz y =55,19x - 2666 0,991 0,99 3,02

Os resultados obtidos para os ensaios de precisao e exatiddo encontram-se
dispostos na Tabela 7. Os ensaios de precisdo que consistiram na avaliagcdo da
repetitividade e precisdo intermediaria apresentaram um coeficiente de variacao
percentual inferior a 5% e 0s ensaios de exatiddo apresentaram uma média de
recuperacédo de 102,6%=z 11,5%.

Tabela 7-Avaliacdo do percentual de recuperacéo, da repetitividade e da precisdo intermediaria para
analise de patulina por GC-MS

Analito Parametros Baixo* Médio* Alto* Médiat DP**
Recuperacéo (%) 114,8 101,2 91,8 102,6 £11,5
Patulina Repetitividade (CV%**) 1,1 0,1 0,4 0,9+0,6
Preciséo Intermediaria (CV%**) 0,4 1,1 1,3 0,9 £0,2

*Niveis de concentracdo da patulina: 49 ng mL? (baixo), 187 ng mL-1 (médio), e 750 ng mL-! (alto).
** Desvio Padréo.

7

A Figura 5demonstra a plotagem da curva do efeito de matriz, onde é
possivel observar que o efeito de matriz foi inversamente proporcional a
concentracdo do analito, de modo que nos niveis de concentragdo: 23 ng mL+?
(baixa), 375 ng mL* (intermediaria), e 1500 ng mL (alta), foi obtido um efeito de
matriz positivo de 177,5%; 47,7% e 13,7% respectivamente.

200 ~

® Efeito de matriz x Concentragéo
Linha de tendencia

150 A

100 A

Efeito de matriz (%)

50 4

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Concentraggo (ug . L™)

Figura 5 - Curva analitica do efeito de matriz da patulina.
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5.1.2 Anélise multirresiduo de fungicida por HPLC-ESI-QToF-MS em macéa

Os fungicidas carbendazim, epoxiconazol, piraclostrobina, tebuconazol,
tetraconazol trifoxistrobina foram detectados apenas no modo positivo de ionizacao,
enquanto os ions dos fungicidas clorotalonil e captan ndo foram detectados em
nenhum dos modos testados, tampouco foi verificada a presenca de adutos. Desta
forma, como a maioria dos compostos foi detectada no modo positivo, optou-se por
utilizar este modo. A Tabela 8 apresenta os compostos avaliados, com as
respectivas férmulas moleculares, relacdo massa/carga dos compostos na forma

protonada e tempo de retencao.

Tabela 8 - Férmula estrutural, relagdo massa carga e tempo de retencao dos fungicidas

Analitos Formula m/z [M+H] TR (min)
Carbendazim CoHoN30O2 192,0767 1,29
Epoxiconazol Ci7H13CIFNsO 330,0803 12,31
Tetraconazol C13H11Cl2F4N3O 372,0288 12,53
Tebuconazol C16H22CIN3O 308,1524 12,71
Piraclostrobina C19H18CIN304 388,1058 14,84
Trifloxistrobina C20H19F3N204 409,1369 15,74

Os picos correspondentes aos fungicidas foram confirmados a partir da
comparacao da relacdo massa/carga (m/z) com a dos padrées e com dados
disponiveis em bibliotecas online (KEGG, ChEBI e ChemSpider), Além disso os
perfis de fragmentacdo, com excecdo do carbendazim, visto que nao foi obtido o
perfil de fragmentacdo da molécula, também contribuiram para as identificacfes
(Figura 6).
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Figura 6 - Espectro de massas dos fungicidas: (a) carbendazim, (b) epoxiconazol; (c) tetraconazol; (d)

tebuconazol; (e) piraclostrobina; (f) trifloxistrobina.

A seletividade do método foi confirmada pela auséncia de ions interferentes

de mesma relacdo massa/carga no mesmo tempo de retencédo, conforme ilustrado

na Figura 7.
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Figura 7-Cromatograma da analise multirresiduo de fungicidas. (1) carbendazim; (2) epoxiconazol; (3)
tetraconazol; (4) tebuconazol; (5) piraclostrobina; (6) trifloxistrobina.

Quanto a linearidade, os fungicidas foram avaliados a partir da equacéo da reta
utilizando um modelo linear. A Tabela 9 apresenta as equacOes das curvas
analiticas em solvente (acetonitrila) e no extrato de macgd, e seus respectivos
coeficientes de determinacédo (R?), sendo possivel observar que todas as curvas

apresentaram coeficiente de determinacéo (R?) superiores a 0,99.

Tabela 9 - Equagbes das curvas analiticas em solvente (acetonitrila) e no extrato de macga, e seus
respectivos coeficientes de determinacéo (R?)

. Solvente Matriz
Analito — —

Equagéao R? Equagéao R?
Carbendazim y =273,3x + 18170 0,997 y = 213,8x + 6445 0,998
Epoxiconazol y = 1548x + 47033 0,999 y = 1957x + 25553 0,999
Tetraconazol y = 2257x +21585 0,999 y = 2511x -4713 0,999
Tebuconazol y = 1506x — 1126 0,999 y = 1549x-5369 0,999
Piraclostrobina y = 355,4x + 1497 0,999 y = 342,4x + 899,8 1,000
Trifloxistrobina y =520,8x + 1784 0,999 y = 448,5x +193,4 0,999

Os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos para os fungicidas
encontram-se dispostos na Tabela 10. Observa-se que em solvente os fungicidas
apresentaram limites de deteccdo (LD) variando de 0,20 ng mL* a 1,18 ng mL?, e
limites de quantificacéo (LQ) variando de 0,61 ng mL* a 3,57 ng mL, enquanto no
extrato da matriz apresentaram LD variando de 0,07 ng mL* a 1,60 ng mL?%, e LQ

variando de 0,21 ng mL* a 4,85 ng mL2.
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Tabela 10-Limite de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) dos fungicidas em acetonitrila e no extrato de
maca

Analito Solvente (ng mL1) Matriz (ng mL?1)
LD LQ LD LQ

Carbendazim 1,18 3,57 1,60 4,85
Epoxiconazol 0,80 2,43 0,07 0,21
Tetraconazol 1,08 3,28 1,10 3,30
Tebuconazol 0,20 0,61 0,54 1,64
Piraclostrobina 0,54 1,63 1,06 3,22
Trifloxistrobina 0,35 1,07 0,36 1,09

Observa-se que os fungicidas carbendazim, tebuconazol e piraclostrobina
apresentaram um aumento nos limites de deteccao e quantificacdo na presenca do
extrato quando comparados com 0s obtidos em solvente, indicando uma supressao
no sinal causado pelos componentes da matriz. Ao contrario, o epoxiconazol
apresentou uma reducédo nos valores dos limites de deteccdo e quantificagdo na
presenca do extrato quando comparado com os obtidos em solvente, indicando um
aumento no sinal causado pelos componentes da matriz. O tetraconazol e a
trifloxistrobina ndo apresentaram variacdo maior que 0,02 ng mL? entre o sinal
obtido na matriz e no solvente, indicando que ndo ha interferéncia da matriz no sinal.

A exatiddo do método foi avaliada a partir dos ensaios de recuperacdo
apresentados na Tabela 11. As médias de recuperacao dos fungicidas variaram de
95,0 % + 0,8% a 100,4 % + 7,2%.

Tabela 11 - Percentual de recuperacao dos fungicidas

% Recuperacao

Analito Baixo* Médio* Alto* Média+ DP**
Carbendazim 76,3 100,3 110,4 95,7+175
Epoxiconazol 1114 97,6 90,4 99,8 £ 10,7
Tetraconazol 108,6 97,2 95,4 1004+ 7,2
Tebuconazol 91,4 97,5 97,2 954+34
Piraclostrobina 101,8 97,5 100,8 100,1 +2,2
Trifloxistrobina 94,3 95,9 94,7 95,0+0,8

*Niveis de concentracdo da trifloxistrobina: 53 ng mL* (baixo), 424 ng mL* (médio), e 1696 ng mL*
(alto); e outros fungicidas: 39 ng mL? (baixo), 312 ng mL1(médio), e 1250 ng mL™* (alto).

** Desvio Padréo.

Os resultados obtidos na determinagdo da precisdao dos fungicidas estéo
apresentados na Tabela 12. Todos os analitos em estudo apresentaram um

coeficiente de variagédo percentual (CV%) inferior a 5%.
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Tabela 12- Repetitividade e precisado intermediaria dos fungicidas

Analito Repetitividade (CV%) Precisdo intermediaria (CV%)
Baixo Médio Alto Baixo Médio Alto

Carbendazim 1,1 0,6 0,3 45 3,5 2,3
Epoxiconazol 0,3 0,2 0,1 0,4 0,5 0,0
Tetraconazol 0,3 1,3 0,2 0,5 0,6 0,7
Tebuconazol 0,1 0,2 0,1 0,9 0,3 0,0
Piraclostrobina 0,3 0,1 0,6 0,3 0,2 0,3
Trifloxistrobina 0,7 0,1 0,2 0,2 0,1 0,4

*Niveis de concentracdo datrifloxistrobina: 26 ng mL? (baixo), 212 ng mL! (médio), e 1696 ng mL?
(alto); e outros fungicidas avaliados: 19 ng mL1 (baixo), 156ng mL! (médio), e 1250 ng mL™ (alto).

Os valores do efeito de matriz estabelecidos para os fungicidas estéo
apresentados na Tabela 13. E possivel observar que para os fungicidas
epoxiconazol, tetraconazol e trifloxistrobina o efeito de matriz foi inversamente
proporcional a concentracdo do analito, isto €, quanto maior a concentracdo do
analito, menor foi o efeito de matriz. Para o carbendazim houve um aumento do
efeito de matriz ao aumentar a concentracdo do analito. A piraclostrobina e o
tebuconazol, aparentemente apresentaram baixo efeito de matriz em todas as faixas

de concentracfes estudadas (menor que £20%).

Tabela 13 - Efeito de matriz, em baixa, média e alta concentracdo dos fungicidas

Efeito de matriz (%) **

Analito

Baixo* Médio* Alto*
Carbendazim -14,6 -34,2 -31,6
Epoxiconazol 24,9 14,2 8,4
Tetraconazol 24,2 5,4 0,1
Tebuconazol -7,4 10,3 1,9
Piraclostrobina 1,0 4,3 -1,9
Trifloxistrobina -24.,8 -11,5 -10,6

*Niveis de concentragéo da ftrifloxistrobina: 6 ng mL? (baixo), 212 ng mL* (médio), e 3393 ng mL*
(alto); e outros fungicidas: 10 ng mL? (baixo), 312 ng mL*(médio), e 1250 ng mL™* (alto).

**0O efeito de matriz pode ser classificado como: baixo (inferior & £20%); médio (maior que + 20% e
menor que + 50%); alto (maior que £50%)

5.2 Avaliacédo dos residuos de fungicidas em macéas e nos produtos de macéa
comercializados no municipio de Pelotas-RS

As amostras de macas e produtos de macgd foram avaliadas quanto a
presenca ou auséncia de residuos de fungicida. Treze por cento das amostras nao

apresentaram residuos de fungicida, 77% apresentaram residuos abaixo do limite
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maximo residual (LMR) estabelecido e 10% foram consideradas insatisfatorias por
conterem residuo de epoxiconazol, substancia ndo autorizada para aplicacdo em
maca. N&o foi observada a presenca de amostras com contaminacao por fungicida
acima do LMR estabelecido.

A Figura 8 apresenta os principais fungicidas identificados nas amostras e o
percentual de cada um no grupo de amostras com residuo. Observa-se que 0
principal residuo de fungicida identificado foi o carbendazim, presente em 74,3% das
amostras. Os 25,7% restantes foram atribuidos aos fungicidas piraclostrobina
(8,6%), epoxiconazol (8,6%) e tebuconazol (8,6%).

80,0%
74,3%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%

30,0%

20,0%

10,0% 8,6% 8,6% 8,6%

Carbendazim Piraclostrobina Epoxizonazol Tebuconazol

Figura 8 - Grafico da ocorréncia dos fungicidas nas amostras de macé e produtos, comercializados no
municipio de Pelotas — RS.

A Figura 9 apresenta a distribuicdo dos residuos de fungicidas de acordo com
o tipo de amostra avaliada: mac¢d in natura tipo Gala, Fuji, Pink Lady e
Granny Smith, suco, maca desidratada, cha e puré. Nao foram detectados residuos
de fungicidas nas amostras de puré e de mac¢a Granny Smith. Todas as amostras de
cha, maca desidratada, suco e macas tipo Fuji e Pink lady apresentaram residuo de
carbendazim. As amostras de chd e macas Gala, Fuji e Pink lady apresentaram

contaminacgao por mais de um tipo de fungicida.
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Figura 9 - Gréfico da relagéo dos residuos de fungicidas por tipo de amostra (M. — maca).

A maior concentragcdo de carbendazim encontrada foi 1417 ng mL™.
Aproximadamente 55% das amostras apresentavam contaminacdo por carbendazim
com concentracdo acima do limite de quantificacdo do equipamento, isto &€,
continham mais que 4,65 ng mL?! da substancia. Os fungicidas piraclostrobina,
epoxiconazol e tebuconazol apresentaram concentragdes inferiores ao limite de
quantificacdo do equipamento, apresentando menos que 3,22, 0,21 e 1,64 ng mL?

respectivamente.

5.3 Utilizacdo de campo elétrico continuo para degradacdo de patulina e

piraclostrobina

As condicdes avaliadas no ensaio de eletroxidacao foram definidas a partir do
planejamento experimental descrito no item 4.2.7. A Tabela 14 contém os resultados
obtidos para degradacédo da patulina e da piraclostrobina em solucao salina, quando
submetidas a diferentes condi¢des de potencial e pH. Os percentuais de degradacao
obtidos variaram entre 27% e 76% para a patulina e 15% e 64% para
piraclostrobina.
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Ao analisar condicbes iguais de potencial, € possivel verificar que houve
pouca alteracdo no percentual de degradacao obtido para a patulina, indicando que
0 pH exerce pouca influéncia neste processo. Do contrario, para a piraclostrobina,
observa-se que em condi¢cfes iguais de potencial, houve uma maior variagdo na
resposta, indicando uma influéncia do pH em sua degradacdo. Ao analisar
condicbes iguais de pH, observa-se que ocorre variagcdo na resposta, indicando a

influéncia do potencial na degradacéo da patulina e da piraclostrobina.

Tabela 14 - Percentual de degradacao da patulina e piraclostrobina por eletroxidac&o

. Potencial % degradacdo % degradacéo
Experimento (V) PH patuling i piraclogtrobirfa
1 1,72 4,0 45,4 38,6
2 1,72 6,0 49,9 15,3
3 2,80 4,0 65,4 39,8
4 2,80 6,0 61,8 34,9
5 1,50 5,0 27,2 26,2
6 3,00 5,0 76,5 64,1
7 2,25 3,6 59,6 29,3
8 2,25 6,4 59,9 17,6
9 (C) 2,25 5,0 71,3 44,9
10 (C) 2,25 5,0 71,2 44,5
11 (C) 2,25 5,0 70,3 40,1
12 (C) 2,25 5,0 70,1 49,8

Os resultados das andlises de variancia (ANOVA) para o percentual de
degradacdo estdo descritos na Tabela 15. Observa-se que para a degradacdo de
patulina o valor de F calculado foi maior que o valor de F tabelado (8,85) em todos
0S casos, exceto para pH (linear) (p<0,05), indicando que a variacdo dos fatores
causa efeito significativo na resposta. Para a piraclostrobina, observa-se que apenas
a interacdo entre pH e potencial ndo foi significativa (F calculado < F tabelado),
indicando que a variagcdo do pH e do potencial causam efeito significativo na
degradacéo da piraclostrobina, contudo sao independentes. Isto €, o efeito do fator
potencial na degradacédo independe do fator pH e o efeito do fator pH independe do
fator potencial.

A Tabela 16 apresenta a estimativa dos efeitos sobre o processo de
degradacgéo. Observa-se a interacao potencial x pH, e o pH n&o foram significativos
para a patulina e a piraclostrobina respectivamente (p>0,05), semelhante ao
observado na analise de variancia. Verifica-se que para o processo de degradacao
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da patulina, o principal efeito foi do fator potencial (linear e quadratico), enquanto

para a piraclostrobina os principais efeitos foram os fatores pH quadratico, e

potencial linear.

Tabela 15 - Analise de variancia dos fatores (ANOVA)

Patulina Piraclostrobina
Fatores

SQ GL QM Fea SQ GL QM Fea
Potencial (linear) 1246,03 1 1246,03 3460,35 309,55 1 309,55 19,76
(i]c::zgr(':;?ilco) 593,81 1 593,81 1649,08 308,19 1 308,19 19,68
pH (linear) 0,17 1 0,17 0,47* 249,77 1 249,77 15,95
pH (quadrético) 194,41 1 194,41 539,91 608,57 1 608,57 38,86
Potencial x pH 16,76 1 16,76 46,56 84,98 1 84,98 542*
Erro 1,08 3 0,36 46,97 3 15,65
Total SQ 2150,07 11 2061,86 11
* Nao significativo (F calculado < F tabelado). F (8:3: 5%) = 8,85
Tabela 16 - Estimativa dos efeitos sobre a degradacdo de patulina e piraclostrobina
Fatores Patulina Piraclostrobina

Efeitos Dp** P Efeitos Dp** p
Média 71,0841 0,2999 0,0000 42,9166 1,7136 0,0001
Potencial (linear) 25,1868 0,4281 0,0000 14,8047 3,3296 0,0212
Potencial (quadratico) -19,7636 0,4826 0,0000 -0,0104 0,0023 0,0213
pH (linear) 0,2930 0,4264 0,5414* -11,1761  2,7982 0,0281
pH (quadratico) -11,1704 0,4807 0,0002 -20,1474  3,2317 0,0083
Potencial x pH -4,0943 0,6000 0,0064 9,2186 3,9570 0,1022*

*Variavel ndo significativa (p>0,05). ** Desvio Padrao.

Os resultados foram submetidos a analise de regresséo, sendo que para um

melhor ajuste do modelo matematico, apenas as variaveis significativas foram

consideradas. O fato da interacdo potencial x pH nao ter sido significativa no

processo de degradacao da piraclostrobina, indica que os dados obtidos apontam

apenas uma tendéncia de comportamento da resposta em relacdo aos fatores

estudados, ndo sendo adequados para ajustar um modelo e gerar superficies de

resposta.

O modelo matematico obtido para o processo de degradagdo da patulina

(Equacéo8) apresentou coeficiente de determinacdo (R?) de 0,82 indicando um bom
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ajuste da curva. A Tabela 17 contém os valores tedricos (preditos), obtidos pela

equacao, e os valores reais (experimentais).

Z=-128,5641+150,3202x-30,6290x2-0,5392y?+2,2881xy(8)
Onde: “Z” representa o percentual de degradacédo; “x” potencial em volts, e “y” o pH

do meio.

O coeficiente de determinacéo e a avaliacdo do desvio padréao obtido a partir
da comparacao do valor real e tedrico, indicam que o modelo matematico é preditivo.
Logo, o modelo matematico € capaz de descrever o comportamento da variavel
resposta em relacdo aos fatores estudados, sendo adequado para gerar uma
superficie de resposta.

A Figura 10contém os efeitos de pH e do potencial na degradacdo da
patulina. Observa-se que ao fixar o potencial em 2,6 V, para qualquer valor de pH

obtém-se um percentual de degradacdo maximizado.

Tabela 17 - Resultados experimentais e preditos do processo de degradacédo de patulina

. Valor real (%) Valor tedrico (%) . ~
Experimento (experimental) (predito) Desvio padréo (%)
1 45,4 46,5 0,8
2 49,9 43,6 45
3 65,4 69,2 2,7
4 61,8 71,2 6,6
5 27,2 31,7 3,2
6 76,5 67,6 6,3
7 59,6 66,1 4,6
8 59,9 65,5 3,9
9 71,3 66,9 3,1
10 71,2 66,9 3,0
11 70,3 66,9 2,4
12 70,1 66,9 2,3
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Figura 10 - Gréfico da superficie de respostas do processo de degradacéo da patulina.
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6 Discusséao

6.1 Validac&o do método

Os fungicidas estudados apresentaram melhor ionizacdo no modo positivo
semelhante ao observado por Luz et al.(2017), Kruve et al.(2008), e Sannino,
Bolzoni & Bandini et al.(2004) ao utilizarem fonte de ionizagdo electrospray. No
geral, compostos que possuem grupamentos basicos como aminas, amidas e
ésteres, protonam com mais facilidade, apresentando uma melhor ionizacdo no
modo positivo (CROTTI et al., 2006).

6.1.1 Seletividade

Os ions obtidos da fragmentacdo da patulina e os perfis de fragmentacéo
estabelecidos para os fungicidas epoxiconazol, piraclostrobina, tebuconazol,
tetrazonazol e trifloxistrobina estdo de acordo com as informagdes contidas nos
bancos de dados (METLIN, MassBank e KeggCompound). Os mesmos perfis de
fragmentacdo dos compostos também foram relatados por Kharandi, Barbri & Azad
(2013), Pareja et al. (2011), Sannino, Bolzoni & Bandini et al. (2004), Wang et al.
(2007), e Wang, Leung & Chow (2010).

De acordo com a plataforma Mass Bank -
(https://massbank.eu/MassBank/QuickSearch.html), o principal ion formado na
fragmentacao do carbendazim é o m/z160,05. Apesar de nao ter sido estabelecido
um perfil de fragmentacdo para este fungicida, € possivel verificar no espectro de
massas, a presenca do ion 160,0506, possivelmente oriundo da sua fragmentacéo.
De acordo com Thurman, Ferrer & Fern (2005), esse ion é formado pela perda de
um metanol (CH3OH) de massa 32,0266, o0 que é coerente com a estrutura integral
da molécula. Desta forma, a partir das técnicas utilizadas para verificacdo da
seletividade e pureza de cada pico pode-se concluir que as condi¢cdes de extracao,
limpeza e instrumentacdo foram satisfatorias e os métodos foram seletivos para os

analitos estudados.

6.1.2 Modelo de calibracéao (linearidade)
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As curvas de calibracdo apresentaram coeficiente de determinacédo (R?)
superiores a 0,99, atendendo os parametros determinados pela AOAC (2002) e
ANVISA (2003), com excecdo da curva da patulina em solvente que apresentou
coeficiente de determinacdo de 0,98. Ressalta-se que quando se estabelece um
modelo de calibracdo, deve ser priorizado o preparo da curva por adicdo do analito
na matriz, neste caso a curva analitica da patulina preparada na matriz apresentou
R? de 0,99dispensada (PETERS; DRUMMER & MUSSHOFF, 2007). Portanto, os
modelos mateméaticos estabelecidos sdo capazes de descrever adequadamente a

relacdo entre a concentracéo e a resposta do equipamento.

6.1.3 Limites de detecc¢ao e quantificagéo

Os limites de deteccdo e quantificacdo estabelecidos para a patulina foram
inferiores ao limite residual maximo estabelecido pela legislacdo para presenca de
patulina (50 ng mL1), determinando que o método é valido para identificar amostras
de macas fora de conformidade. Kharandi, Barbri & Azad (2013) encontraram limites
de detecgdo e quantificagdo na matriz de 0,4 ng mL'e 1,3 ng mL! respectivamente,
valores proximos aos encontrados neste trabalho. Os limites de deteccdo e
guantificacdo estabelecidos para os fungicidas (regulamentados) foram inferiores ao
limite residual maximo estabelecido pela ANVISA, determinando que o método é
valido para identificar amostras de mac¢d fora de conformidade. Além disso, o
resultado da comparacdo dos LDs e LQs com outros trabalhos multirresiduos
demonstra a eficiéncia e sensibilidade do método empregado (LUZ et al., 2017;
PAREJA et al., 2011; THURMAN; FERRER & FERN, 2005).

6.1.4 Exatidao

Para os ensaios de recuperacdo a ANVISA (2003) estabelece como
aceitaveis valores dentro da faixa de 70% a 120%. Enquanto a AOAC (2002) admite
para concentragcfes em ppb valores que estejam entre 70% e 125%. Todos o0s
valores de recuperacgédo ficaram dentro do limite especificado pelas diretrizes da
ANVISA (2003) e AOAC (2002), indicando que o método utilizado € exato.
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6.1.5 Precisao

A AOAC (2002) estabelece que analises de concentraces em ppm devem
apresentar um CV% maximo de 6% e para analises de concentracfes residuais
(ppb) 15%. Portanto, observa-se que todos os analitos estudados encontraram-se
dentro da faixa aceitavel de repetitividade e precisao intermediaria, indicando que o

método analitico utilizado € preciso.

6.1.6 Efeito de matriz

Kharandi, Barbri & Azad (2013) desenvolveram e validaram método por GC-
MS para deteccéo e determinacao de patulina em suco de maca e observaram que
a curva de calibracdo obtida na matriz apresentou interceptos com 0 eixo Yy
ligeiramente maiores em comparacdo com a curva de calibracdo obtida em solucéo
padrdo, caracterizando um efeito de matriz positivo, isto €, um aumento no sinal do
equipamento ocasionado pela interferéncia de compostos presentes no extrato. A
presenca de acucares, acidos organicos, aminoacidos, compostos fendlicos e
elementos minerais no extrato obtido da macd sédo considerados o0s principais
interferentes na resposta do equipamento (LI et al., 2017). A reducéo do efeito de
matriz com o aumento da concentragdo do analito pode ser justificado pela
saturacdo dos sitios ativos livres presentes no injetor, coluna e fontes de ion, ja que
de acordo com Frenich et al. (2009), o efeito de matriz na cromatografia gasosa é
dado principalmente pela adsor¢cédo do analito a esses sitios.

Dos fungicidas avaliados o carbendazim foi 0 que apresentou maior efeito de
matriz, atingindo uma supressdo do sinal de 34%. De acordo com Stahnke et al.,
(2012), a supresséo ibnica é decorrente da competicdo entre os componentes da
matriz (co-eluidos) e o analito de interesse pela ionizacdo ou pelo aumento da
viscosidade provocado pela presenca dos componentes da matriz que podem
dificultar a evaporacao do solvente, fazendo com que o0s nédo volateis co-precipitem e

arrastem os analitos antes da formacédo dos ions gasosos (STAHNKE et al., 2012).

6.2 Avaliacdo dos residuos de fungicidas em macéas e nos produtos de maca

comercializados no municipio de Pelotas-RS
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O monitoramento de residuos de agrotoxicos em alimentos coletados no
periodo de 2013 a 2015, realizado pelo PARA identificou que 88% das amostras de
macdas avaliadas estavam satisfatérias contendo residuo de agrotoxico abaixo dos
limites maximos estipulados pela ANVISA e 9% estavam insatisfatorias por conter
substancia nédo autorizada, semelhante ao observado neste trabalho que identificou
90% das amostras como satisfatorias e 10% como insatisfatéria por conter
substancia ndo autorizada (ANVISA, 2016).

A presenca de residuos de substancias ndo autorizadas pode ser justificada
pela sensibilidade das técnicas atuais de andlises, que permitem a deteccdo de
substancias em concentracbes muito baixas, na faixa de ppb. Os residuos
detectados podem néo ser necessariamente oriundos de uma aplicagao intencional,
e sim de uma contaminacdo cruzada ocasionada pelo contato com residuos de
outras culturas, durante o cultivo, transporte ou armazenamento (ANVISA, 2016;
USDA, 2014).

O Carbendazim foi o principal fungicida identificado nas amostras avaliadas.
De acordo com o PARA, este € 0 segundo agroquimico mais presente nas macas
atrds apenas do glifosato. Em sua avaliacdo 78% das amostras estavam
contaminadas por Carbendazim, enquanto os fungicidas piraclostrobina e
tebuconazol foram encontrados em 17% e 6% das amostras respectivamente.

A alta incidéncia de Carbendazim pode ser justificada por este ser o
ingrediente ativo mais utilizado entre os fungicidas benzimidazéis, podendo ser
aplicado como carbendazim, ou ser convertido em cabendazim através da reacéo de
degradacédo de outros fungicidas, como por exemplo por hidrélise do benomil, ou por
ciclizacédo do tiofanato-metilico (EMBRAPA, 1997). O tiofanato-metilico é atualmente
amplamente empregado para o tratamento de diversas doengas fungicas na
macieira, principalmente no controle da sarna (Venturia inaequalis; Cladosporium
carpophilum), doenca recorrente nos pomares (EMBRAPA, 2004).

Os resultados obtidos para contaminacdo de macéds comercializadas no
municipio de Pelotas - RS vdo ao encontro dos estudos de amostragem nacional
divulgados pela ANVISA, indicando que o método desenvolvido é adequado para

analise multirresiduo dos fungicidas avaliados.



65

6.3 Utilizacdo de campo elétrico continuo para degradacdo de patulina e

piraclostrobina

A variacdo do pH apresentou efeito sobre a taxa de degradacédo da
piraclostrobina durante a aplicacdo de campo elétrico continuo. Lagunas-Allué et al.
(2012) ao estudarem a degradacéao fotocatalitica da piraclostrobina na presenca de
diéxido de titanio (fotocatalisador) por irradiacdo de luz UV (365 nm) observaram que
€ possivel se obter uma degradacdo completa da piraclostrobina quando em meio
aguoso em pH 6,2 e apds 60 minutos de exposicdo. Contudo, ao avaliarem a
influéncia da variacdo do pH na taxa de degradacdo observaram que o pH na faixa
de 2,0 a 6,2 teve pouco efeito, diferente do observado neste estudo.

O pH apresentou pouco efeito na degradacéo de patulina diferentemente do
ocorrido para a piraclostrobina. A aplicacdo de campo elétrico continuo foi o principal
fator responséavel pela degradacdo da patulina em solucdo aquosa, atingindo uma
degradacdo de até 74% no potencial maximo aplicado (2,6 V). Outras técnicas
aplicadas para promover a degradacdo de patulina em suco de macd, como a
aplicacao de radiacdo UV-C 254 nm e de alta pressédo hidrostatica obtiveram um
percentual de degradacdo de 69% e 61% respectivamente (AVSAROGLU et al.,
2015; CHANDRA et al., 2017).

De acordo com Chandra et al.(2017) a degradacao de patulina baseada em
fotodegradacédo por radiacdo UV-C pode ser dependente da presenca de agentes
cromoéforos como a riboflavina visto que nédo foi possivel degradar a patulina em
agua ultra-pura, somente em suco diluido, e em solucao tampao suplementada com
riboflavina. Dessa forma, a degradacdo de patulina por campos elétricos continuos
destaca-se por ocorrer de modo independente a presenca de agentes cromaoforos,
visto que a degradacdo € induzida por um mecanismo de eletroxidacdo, e nédo
fotodegradacéao.

O tratamento de suco de frutas e hortalicas a base de macd com alta
pressdo hidrostatica também demonstrou potencial para reduzir os niveis de
patulina. A combinacdo de calor com pulsos suaves de presséo hidrostatica reduziu
0s niveis de patulina no suco de maca em até 61%. No entanto, as taxas de reducao
nao seguiram um padrao regular, ao contrario do observado na aplicacdo de campos
elétricos continuos que demonstrou reprodutibilidade a partir da avaliacdo dos
pontos centrais(AVSAROGLU et al., 2015).
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Dessa forma, a aplicacdo de campos elétricos continuos demonstrou ser
uma tecnologia com potencial de aplicacdo para reduzir os niveis de patulina e
piraclostrobina, contudo novos estudos devem ser realizados para melhor
compreender os efeitos da aplicacdo de potencial sobre a patulina e piraclostrobina,
de modo a identificar os produtos formados e a toxicidade dos mesmos, além de
avaliar a aplicacdo do potencial e sobre a patulina contida no suco de macéa, e da
aplicacdo do potencial sobre o suco de macgd, com o objetivo de avaliar as

alteracdes sensoriais e fisico-quimicas decorrentes do processo.
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7 Consideracoes finais

O método desenvolvido para analise simultanea de fungicidas por HPLC-
ESI-QToF-MS, assim como o método de analise de patulina por GC-MS atenderam
aos parametros de validacdo estabelecidos pela AOAC e pela ANVISA, ficando
dentro dos limites estipulados.

A maior parte das macas e produtos de macas comercializados no municipio
de Pelotas analisadas demonstraram estar adequadas para consumo, atendendo 0s
limites estipulados pela ANVISA para residuos de fungicidas, porém 10% foram
consideradas inadequadas por conterem residuos de fungicida ndo autorizado para
a cultura.

A patulina e a piraclostrobina foram degradadas quando submetidas a um
campo elétrico continuo de baixa intensidade, sendo reduzidas em até 74% e
64%respectivamente quando aplicado o maior potencial, 2,6V. O pH na faixa
estudada apresentou pouco efeito sobre o processo de degradacédo da patulina,
sendo possivel obter uma degradacdo maximizada quando em potencial 6timo para
qualquer condicdo de pH dentro da faixa analisada. Para a piraclostrobina, o pH
apresentou um maior efeito sobre o processo de degradacdo, demonstrando
aparentemente uma melhor degradacdo em pH 4. Contudo como néao foi possivel
tracar uma superficie de resposta para a piraclostrobina, e portanto, novos estudos

devem ser realizados.
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