ICA

UFMmG o

[ | DE CIENCIAS

UNIVERSIDADE FEDERAL AGRARIAS
DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PRODUGAO VEGETAL

Gleison Luis Oliveira Silva

EXTRAGAO SOLIDO-LIQUIDO COM PURIFICAGAO EM BAIXA TEMPERATURA
MINIATURIZADA PARA DETERMINAGAO DO NEMATICIDA FLUOPYRAM EM BATATA E
SOLO

Montes Claros — MG
2024



Gleison Luis Oliveira Silva

EXTRAGAO SOLIDO-LIQUIDO COM PURIFICAGAO EM BAIXA TEMPERATURA
MINIATURIZADA PARA DETERMINAGAO DO NEMATICIDA FLUOPYRAM EM BATATA E
SOLO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pods-
Graduagdo em Producdo Vegetal da Universidade
Federal de Minas Gerais, como requisito parcial para a

obtencédo do grau de Mestre em Producgéo Vegetal.

Area de concentragao: Producdo Vegetal

Orientador: Prof. Dr. Flaviano Oliveira Silvério

Coorientadora: Profa. Dra. Gevany Paulino de Pinho

Montes Claros — MG
Julho de 2024



S586¢
2024

Silva, Gleison Luis Oliveira.

Extragdo sodlido-liquido com purificagdo em baixa temperatura miniaturizada para
determinag¢do do nematicida fluopyram em batata e solo [manuscrito] / Gleison Luis
Oliveira Silva. Montes Claros, 2024.

571

Dissertagdo (mestrado) - Area de concentragio em Produgio Vegetal. Universidade
Federal de Minas Gerais / Instituto de Ciéncias Agrarias.

Orientador(a): Flaviano Oliveira Silvério.
Banca examinadora: Candido Alves da Costa, Janaina Teles de Faria, Lazaro
Chaves Sicupira, Flaviano Oliveira Silvério.

Inclui referéncias: 25-32; 51-56.

1. Hortaligas - Teses. 2. Batata - Teses. 3. Solos - Teses. 4. Defensivos agricolas -
Teses. 1. Silvério, Flaviano Oliveira. II. Universidade Federal de Minas Gerais.
Instituto de Ciéncias Agrarias. III. Titulo.

CDU: 632.9

ELABORADA PELA BIBLIOTECA UNIVERSITARIA DO ICA/UFMG
Rachel Braganga de Carvalho Mota / CRB-6/2838




l l F m ( ; Universidade Federal de Minas Gerais &
Instituto de Ciéncias Agrarias INSTITUTO

F— Mestrado em Produgao Vegetal DE CIENCIAS

AGRARIAS

ATA DE DEFESA DE DISSERTAGAO

Aos 12 dias do més de julho do ano de dois mil e vinte e quatro, as 7:30 horas, sob a
Presidéncia do Professor Flaviano Oliveira Silvério, D. Sc. (Orientador — UFMG/ICA) e com a
participagdo dos Professores Candido Alves da Costa, D. Sc. (UFMG/ICA), Janaina Teles de
Faria, D. Sc. (UFMG/ICA) e Lazaro Chaves Sicupira, D. Sc. (UFVJM),

videoconferéncia, a Banca de Defesa de Dissertacdo de Gleison Luis Oliveira Silva, aluno do

reuniu-se, por

Curso de Mestrado em Producdo Vegetal. Apos avaliacdo da defesa de Dissertacao do referido

aluno, a Banca Examinadora procedeu a publicacdo do resultado da defesa de Dissertacao

intitulada: “Extragdao Sélido-Liquido com Purificagdo em Baixa Temperatura Miniaturizada

para Determinagcao do Nematicida Fluopyram em Batata e Solo”, sendo o aluno considerado

(aprovadorreprovado) Aprovado. E, para constar, eu, Professor Flaviano Oliveira Silvério, Presidente

da Banca, lavrei a presente ata que depois de lida e aprovada, sera assinada por mim e pelos

demais membros da Banca examinadora.

OBS.: O aluno somente recebera o titulo apds cumprir as exigéncias do ARTIGO 65 do
regulamento do Curso de Mestrado em Producao Vegetal, conforme apresentado a seguir:

Art. 65 Para dar andamento ao processo de efetivacio do grau obtido, o

candidato devera, apos a aprovacao de sua Dissertacao ou Tese e da realizacao

das modificacdes propostas pela banca examinadora, se houver, encaminhar a

secretaria do Colegiado do Programa, com a anuéncia do orientador, 1 (um)

exemplar impresso e 1 (um) exemplar eletrénico da dissertacio ou, tese, no

prazo de 60 (sessenta) dias.

Montes Claros, 12 de julho de 2024.

Documento assinado digitalmente Documento assinado digitalmente

FLAVIANO OLIVEIRA SILVERIO
Data: 12/07/2024 19:41:28-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

CANDIDO ALVES DA COSTA
Data: 15/07/2024 16:24:59-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Candido Alves da Costa
Membro

Flaviano Oliveira Silvério
Orientador

Documento assinado digitalmente

LAZARO CHAVES SICUPIRA
Data: 12/07/2024 19:56:32-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Documente assinado digitalmente

JANAINA TELES DE FARIA
Data: 15/07/2024 08:30:09-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

govb

Lazaro Chaves Sicupira
Membro

Janaina Teles de Faria
Membro



Dedico este trabalho a minha mae Andreia, por ser minha
forga motriz e me inspirar com sua forga, resiliéncia, amor

e honestidade.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus pela vida, salude e oportunidade para realizar este sonho.

A minha mae Andreia, por me amar, apoiar e estar ao meu lado em todos os momentos de minha
vida. Sou grato por cada palavra de apoio, cada ligagédo, cada abrago e por ser minha fonte de forgas para
continuar.

A meu pai José Francisco por me apoiar e estar ao meu lado.

Aos meus irmaos, Danilo e Jilliard, por toda a ajuda, por sempre acreditarem em mim € me
encorajarem a lutar pelos meus sonhos.

A todos os meus amigos que estiveram ao meu lado, escutaram-me e entenderam a minha
auséncia e correria durante o mestrado. Vocés fizeram minha vida mais leve e alegre.

Ao meu orientador Flaviano pelos ensinamentos, conselhos, pela disponibilidade para me ajudar
quando tive duvidas e pela oportunidade de realizar este trabalho.

A professora Gevany e ao professor Candido por toda a ajuda durante a execucdo do trabalho.

A todos os amigos e colegas do Laboratério de Pesquisas em Agroquimica, em especial, ao
Gustavo que tanto me ajudou, durante a execugao do trabalho, tanto em campo quanto no laboratério.

Aos técnicos e amigos Ane, Erica e Luis pela ajuda, troca de conhecimentos e pelos momentos
de descontracao que foram essenciais neste processo.

A CAPES, Fapemig e ao CNPQ pelo apoio financeiro.

A Universidade Federal de Minas Gerais, ao Laboratério de Pesquisas em Agroquimica e ao
Laboratorio de Quimica Instrumental pela infraestrutura disponibilizada.

A todos que de alguma forma contribuiram para a realizagao deste trabalho.



“A educacao é a arma mais poderosa que vocé pode usar
para mudar o mundo”

Nelson Mandela.



EXTRAGAO SOLIDO-LIQUIDO COM PURIFICAGAO EM BAIXA TEMPERATURA MINIATURIZADA
PARA DETERMINAGAO DO NEMATICIDA FLUOPYRAM EM BATATA E SOLO

RESUMO

A batata é uma das hortalicas mais importantes do mundo por sua alta produgao e consumo. Com
frequéncia, a cultura é atacada por fungos e nematoides que comprometem a produgao e geram prejuizos
significativos. Em 2019, o fluopyram, um fungicida e nematicida, teve uso aprovado no Brasil para o
controle de nematoides em cultivo de batatas. Entretanto, ainda, néo foi relatado na literatura um estudo
de monitoramento do pesticida em cultivo de batatas. Assim, os objetivos deste estudo foram otimizar e
validar a extragao solido-liquido com purificagdo, em baixa temperatura miniaturizada do fluopyram, em
batatas com analise por cromatografia, em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas; estudar a
dissipagéo do composto no solo e avaliar o risco dietético utilizando o residuo final detectado na batata. O
método de extracao de fluopyram foi otimizado em termos de fase extratora e sorvente para d-EFS. Apds
a otimizagdo, o método foi validado, em termos de seletividade, limite de quantificagao, linearidade, efeito
de matriz, exatidao e precisao. Os resultados indicaram que a extragdo atingiu o limite de quantificagcao de
2 ug kg, sendo seletiva, linear, exata, precisa e com efeito de matriz de 326%. O monitoramento do
fluopyram nessas matrizes revelou que, apos 80 dias, houve redugao de 85% da concentragdo do pesticida
no solo, com tempo de meia-vida de aproximadamente cinco dias, e a concentracao residual de fluopyram
nas batatas variou de 174,9 a 345,5 ug kg, sendo superior ao limite maximo de residuo estabelecido pela
legislagao brasileira (100 ug kg'). Apesar disso, a andlise de risco dietario revelou que o consumo dessas

batatas nado representa risco para a saude humana.

Palavras-chave: fluopyram. Particdo em baixa temperatura. CG-EM. Risco dietético. ESL-PBT.



MINIATURIZED SOLID-LIQUID EXTRACTION WITH LOW TEMPERATURE PURIFICATION FOR
DETERMINATION OF FLUOPYRAM NEMATICIDE IN POTATOES AND SOIL

ABSTRACT

Potatoes are one of the most important vegetables in the world due to their high production and
consumption. The crop is frequently attacked by fungi and nematodes that compromise production and
generate significant losses. In 2019, fluopyram, a fungicide and nematicide, was approved for use in Brazil
to control nematodes in potato crops. However, a study on monitoring pesticide residues in potato crops
has not yet been reported in the literature. Thus, the objective of this study was to optimize and validate the
solid-liquid extraction with miniaturized low-temperature purification of fluopyram in potatoes, study the
dissipation of the compound in the soil, and assess the dietary risk using the final residue detected in
potatoes. The fluopyram extraction method was optimized in terms of extractor phase and sorbent for d-
SPE. After optimization, the method was validated in terms of selectivity, limit of quantification, linearity,
matrix effect, accuracy and precision. The results indicated that the extraction reached the quantification
limit of 2 pug kg™, being selective, linear, accurate, precise, and with a matrix effect of 326 %. Fluopyram
monitoring in these matrices revealed that after 80 days there was an 85 % reduction in the pesticide
concentration in the soil, with a half-life of approximately 5 days, and the residual concentration of fluopyram
in the potatoes ranged from 174.9 to 345.5 ug kg!, which is higher than the maximum residue limit
established by Brazilian legislation (100 ug kg''). Despite this, the dietary risk analysis revealed that the
consumption of these potatoes does not pose a risk to human health.

Keywords: fluopyram. low temperature partitioning. GC-MS. dietary risk. SLE-LTP.
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1 INTRODUGAO

Segundo estimativas da Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAQ), a populagéo
mundial podera alcangar os 9 bilhdes em 2050 e ultrapassar os 11 bilhdes em 2100. Esse aumento
populacional gera inUmeros desafios a agricultura que precisa produzir cada vez mais alimentos ao mesmo
tempo que o avancgo das fronteiras agricolas tem se desacelerado (SAATH e FACHINELLO, 2018). Com
isso, faz- se necessario o uso de tecnologias para que se tenha um aumento de produ¢do sem aumentar
a area de cultivo.

Entre as tecnologias utilizadas para esse aumento de produgao estdo os defensivos agricolas ou
pesticidas. Eles podem ser definidos como substancias ou mistura de substancias usadas para prevenir,
destruir ou repelir pragas que possam gerar perdas em produtos agricolas (ELDRIDGE, 2008). Entretanto
seu uso indiscriminado pode gerar danos a saude humana e ao meio ambiente (YADAV e DEVI, 2017).

Nos ultimos anos, diversos novos pesticidas tiveram o uso aprovado no Brasil, entre eles o
Fluopyram (BRASIL, 2019). O fluopyram é um fungicida e nematicida de amplo espectro do grupo quimico
Benzamida Piramida, que atua inibindo a succinato desidrogenase do complexo Il da cadeia respiratoria
mitocondrial (VELOUKAS e KARAOGLANIDIS, 2012). Ele foi desenvolvido pela Bayer CropScience e
distribuido comercialmente a partir do ano de 2011.

Entre as culturas, em que o fluopyram foi aprovado, a batata é destaque, em virtude de sua
importancia econémica. A batata € a segunda hortaliga mais consumida do Brasil e dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) mostraram que a produgao, no ano de 2023, superou os 4,2
milhdes de toneladas em area plantada de mais de 128 mil hectares. Por causa desse elevado consumo,
faz- se necessario o monitoramento constante de residuos de agrotdxicos, na batata e no solo utilizado no
cultivo, para se evitar problemas de saude aos seres humanos € ao meio ambiente.

Para o monitoramento dos residuos de pesticidas na batata e no solo, é necessaria uma técnica de
extragao, para que o extrato, contendo o analito, possa ser analisado por um equipamento de analise
instrumental. Entre as técnicas que se tem disponivel, uma de destaque é a extragado sélido-liquido com
purificagdo em baixa temperatura (ESL-PBT). A técnica tem se apresentado como de facil execugéo, baixo
custo e muito versatil, pois pode ser utilizada em diversas matrizes e possui capacidade de extrair analitos
de uma ampla faixa de polaridade (BARROS et al., 2019).

Ademais, uma forma de se avaliar a seguranca do consumo de alimentos com residuos de
pesticidas € por meio da analise de risco dietario ou dietético. Essa analise consiste em um calculo
baseado na concentracao residual do pesticida no alimento, a ingestdo aceitavel do pesticida, a ingestao
média do alimento, por dia e o peso corporal de quem consome. Assim, o calculo fornece um coeficiente
que vai indicar o risco associado ao consumo do alimento contendo os residuos de pesticidas (YIZHI et
al., 2022).

Na literatura sdo escassos os trabalhos que desenvolvem métodos para o monitoramento do
fluopyram em batatas. Além disso, nenhum estudo avaliou a dissipagao do pesticida no solo do cultivo de
batata e nem avaliou o risco dietético associado ao consumo de batatas com residuos de fluopyram.

Diante disso, neste trabalho, otimizamos e validamos a ESL-PBT combinada com a analise por

cromatografia, em fase gasosa (CG-EM), para a determinagdo de residuos de fluopyram em batatas,
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avaliar o risco dietético do pesticida na hortalica e monitorar esse nematicida no solo, durante o cultivo das

batatas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Otimizar e validar a versdo miniaturizada da extragédo sdlido-liquido com purificagdo em baixa
temperatura (ESL-PBT) de fluopyram em batata e monitorar esse fungicida em cultivo de batata e solo,

empregando a cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

2.2 Objetivos especificos

Otimizar a ESL-PBT de fluopyram em batata em termos de fase extratora e sorvente para d-EFS;

e Validar a ESL-PBT de fluopyram em batata;

e Aplicar a técnica de extragdo de fluopyram otimizada e validada em batatas cultivadas com

aplicagéo de fluopyram;

e Aplicar um método da literatura para monitorar fluopyram no solo que recebeu aplicacdo do

fluopyram;

e Estudar a dissipagao dos residuos de fluopyram no solo;

e Avaliar o risco dietario do consumo de batatas com residuos de fluopyram.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Pesticidas

Os pesticidas, também chamados de defensivos agricolas, agroquimicos ou agrotéxicos, séo
produtos quimicos usados para eliminar, repelir ou prevenir pragas em culturas agricolas de forma que se
alcancem produtividades elevadas (RIBEIRO et al., 2008; DE LUCA et al., 2023).

Os pesticidas recebem diversas classificagdes e entre elas a classificagdo pelas pragas

combatidas, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1- Classificagdo dos pesticidas em fungéo da praga combatida

Praga combatida Classificagao Exemplos
Ervas daninhas Herbicida Glifosato, 2,4-D
Insetos Inseticida Deltametrina, acefato, fipronil
Bactérias Bactericida Casugamicina, Hidréxido de cobre
Fungos Fungicida Azoxistrobina, Difenoconazol
Nematoides Nematicida Fluopyram, Cadusafés
Acaros Acaricida Propargito, Spiromesifen

Fonte: DIAZ e AGUILAR, 2018; TUDI et al., 2021.

Outra classificagdo muito importante dos pesticidas € em fungdo da estrutura quimica. A Tabela 2

apresenta a classificagdo dos pesticidas pela estrutura quimica.
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Tabela 2- Classificagao dos pesticidas em fungéo da estrutura quimica

Classificagéo Exemplos
Cl
Cl Cl
Organoclorados O O
Cl Cl
DDT

Cl

L

cl
0 N
~./

Organofosforados /P\O =
(e}
( cl
CH
Clorpirifos
R 0 CH
3
7\( I
i ' o
Piretroides F y O
cl
HsC  CH
Bifentrina
| HiC. CHy
HaC N CHg
Carbamatos 3 \NH O/ AN S/
Aldicarb

Triazois

/\Ij/CFS
Benzamida Piramida N/
F

luopyram

Fonte: PUBCHEM, 2024.

Os pesticidas organoclorados sdo compostos organicos sintéticos que apresentam em sua estrutura
atomos de carbono, hidrogénio e cloro. Eles sdo altamente persistentes, possuem baixa solubilidade em
agua e sdo bioacumulativos (MOLDOVAN et al., 2021; REN et al., 2024). Os organofosforados sao
pesticidas derivados do acido fosférico, tiofosférico ou ditiofosférico. Esses compostos apresentam alta
solubilidade em agua, baixa volatilidade e sdo muito téxicos ao ambiente e aos humanos (KAUSHAL,
KHATRI e ARYA, 2021). Os piretroides s&o inseticidas que apresentam estrutura derivada da piretrina, um

composto natural presente nas flores do crisdntemo (AHAMAD e KUMAR, 2023). Os pesticidas
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carbamatos sao ésteres do acido carbamico e que apresentam em comum o grupo funcional NH(CO)O-
(MOREIRA et al., 2022). Eles possuem modo de agéo parecido com os organofosforados, ambos se ligam
a enzima acetilcolinesterase. Entretanto, diferente dos organofosforados, a ligagdo dos carbamatos a
acetilcolinesterase é reversivel (MDENI et al., 2022). Os pesticidas classificados como triazéis tém em
comum a presencga do triazol (C2H3Ns) em sua estrutura quimica. A maioria dos pesticidas triazéis sédo
fungicidas, mas existem também herbicidas e inseticidas nessa classe (HU et al., 2018). O fluopyram
encontra- se no grupo quimico benzamida piramida. Isso se deve a presenga da benzamida e da piridina
em sua estrutura quimica.

Atualmente, os pesticidas desempenham um papel de grande importéncia na alimentagao
mundial. Eles aumentam a produg¢ao, melhoram a qualidade e reduzem os custos tornando os alimentos
mais acessiveis. Sem os pesticidas, a expectativa de perda na producao de frutas, hortalicas e cereais
seria de 78%, 54% e 32%, respectivamente (TUDI et al., 2021).

Apesar dos pesticidas promoverem altas produtividades e reduzirem as perdas em culturas
agricolas, seu uso incorreto pode gerar prejuizos ao meio ambiente. Isso ocorre em fungao da toxicidade
dos pesticidas a organismos nao alvos e a persisténcia dos mesmos no ambiente por longos periodos de
tempo (MARTIN-CULMA e ARENAS-SUAREZ, 2018). Em 2013, nos Estados Unidos, uma aplicagéo de
dinotefuran em flores ornamentais em um shopping resultou na morte de 45 mil a 100 mil abelhas
(HATFIELD et al., 2021). Foi relatado, também, que o uso intensivo de pesticidas gera aumento do estresse
oxidativo e apoptose celular em abelhas (KUMAR et al., 2022). Estudo de Fogel et al., (2013) mostrou que
o inseticida Acetamiprida é toxico para a joaninha Eriopis conexa que, além de nao gerar perdas para
culturas agricolas, ainda € um inimigo natural de pragas. Outro aspecto importante é que alguns pesticidas
podem ser muito persistentes, no meio ambiente, como o DDT (Diclorodifeniltricloroetano) que possui
tempo de meia- vida de até 30 anos (MANSOURI et al., 2017).

Além dos danos ambientais, os pesticidas também podem gerar problemas de saude aos seres
humanos. Em estudo recente, foram detectados diversos pesticidas organoclorados em plasma sanguineo
de pacientes internados em um hospital de Petropolis, no Rio de Janeiro (REZENDE et al., 2023). Estudos
tém mostrado que a concentracdo de pesticidas organoclorados no plasma sanguineo esta relacionada
com casos de cancer de pulméo (ASADIKARAM et al. 2024) e melanoma maligno cutéaneo (DARVISHIAN
et al., 2022). Lerro et al. (2021) observaram também que a exposi¢cdo a pesticidas esta associada ao
aumento de risco de cancer de tireoide.

Diversas sao as vias de exposi¢ao humana aos pesticidas, eentre elas, podem- se citar alimentos
de origem vegetal e animal, agua, solo, ar e poeira (HOOD et al., 2022; LI, 2022; DEGRENDELE et al.,
2022; CHEN et al., 2023). Portanto fazem- se necessarios estudos constantes para o monitoramento de

pesticidas em alimentos e matrizes ambientais.

3.2 Fluopyram

O fluopyram é um nematicida e fungicida agricola, que teve seu uso aprovado no Brasil por meio
do Ato n° 62, de 13 de setembro de 2019. Desenvolvido em 2001, o fluopyram sé foi distribuido
comercialmente, a partir do ano de 2011, pela Bayer CropScience (LABOURDETTE et al., 2011). A Tabela

3 apresenta propriedades fisico-quimicas do fluopyram.
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Tabela 3- Propriedades fisico-quimicas do fluopyram
N-[2-[3-chloro-5-(trifluoromethyl)-2-pyridin-2-yl]ethyl]-2-
(trifluoromethyl) benzamide

Nomenclatura oficial

Férmula molecular C16H11CIFsN20
Massa molar 396,72 g mol’

Ponto de fusao 117,5°C

Pressao de vapor 1,2x10%Paa 20 °C
Solubilidade em agua 16 mg L

pKa 13,34

Kow 2060

Koc 279

Kow: Coeficiente de particdo octanol/agua; Koc: Coeficiente de adsorgdo em solo.
Fonte: LABOURDETTE et al., 2011; CHAWLA et al., 2018; ZHOU et al., 2021.

Como pode ser observado na Tabela 3, o fluopyram possui reduzida solubilidade em agua, o que
¢ justificado pelo elevado valor do coeficiente de particdo octanol/agua (Kow). Em temperatura ambiente,
a molécula apresenta-se em estado solido. O coeficiente de adsorgao em solo (Koc) indica moderada
mobilidade do composto no solo.

O fluopyram pertence ao grupo dos fungicidas inibidores de succinato desidrogenase (VELOUKAS
e KARAOGLANIDIS, 2012). Os primeiros fungicidas com esse modo de agdo comegaram a ser usados,
na década de 1960 e, desde entdo, novas moléculas foram sintetizadas. Os 24 fungicidas conhecidos
desse grupo séo agrupados em 12 classes quimicas e todos eles ttm em comum a presenga de um grupo
amida (N-C=0) na estrutura quimica. Além da elevada eficacia no controle de fungos e nematoides, estudo
anterior mostrou que o fluopyram é um inibidor de succinato desidrogenase altamente seletivo, ndo
afetando a sintese de ATP de organismos n&o alvos como minhocas, moscas e ratos (SCHLEKER et al.,
2022).

Entretanto estudos mostraram que o fluopyram, em doses elevadas, pode gerar problemas
cronicos no figado em céaes. Ja em ratos, o fluopyram, em altas doses, pode gerar danos ao figado e a
tireoide. Entretanto os mecanismos de toxicidade que levaram aos danos descobertos neste estudou néo
se aplicam aos seres humanos. A DL50 em ratos, dose letal necessaria para matar 50% dos animais
testados, foi superior a 2 g kg-! de peso corporal (FAO, 2010; BAYER, 2023).

O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) classificou
o fluopyram como perigoso ao meio ambiente (Classe Ill). Além disso, o fluopyram é altamente persistente
no solo (BAYER, 2023), estudo anterior detectou a molécula 80 dias apés a aplicagdo (MATADHA et al.,
2021). Assim, faz- se necessario o0 monitoramento desse pesticida para se garantir a seguranca do meio

ambiente e dos humanos.
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3.3 Métodos de extragdo para o monitoramento de pesticidas

Para o monitoramento de pesticidas em alimentos e matrizes ambientais, tem sido necessario o
uso de diversas técnicas de extragao seguida por analises instrumentais, como pode ser observado a

seqguir.

3.3.1 Extragao liquido-liquido

A extracao liquido-liquido (ELL) é uma técnica de extragao desenvolvida por Christian Friedrich
Bucholz, no século XIX (WANG et al., 2023), que pode ser utilizada quando o analito de interesse esta em
uma fase liquida ou semiliquida (CUNICO et al., 2020). Frequentemente, essa técnica é usada quando o
analito de interesse estd em fase aquosa, em que é adicionado um solvente organico apolar formando um
sistema bifasico. O sistema é agitado, para que ocorra a transferéncia de massa e, depois, deixado em
repouso, para que a fase aquosa e a fase organica se separem completamente. Por fim, a fase contendo
o analito de interesse é coletada (JIANG et al., 2023). A ELL ja foi utilizada para o monitoramento de
pesticidas em diversas matrizes como agua de coco (NAKAMURA et al., 2023), agua (SAADAOQOUI et al.,
2022), mel (BAROUDI et al., 2021) e fluido folicular (WEI et al., 2023).

Apesar de ser uma técnica de extracdo simples, a ELL utiliza elevados volumes de solvente
organico, que, na maioria das vezes, sdo caros e toxicos para os analistas e para o0 meio ambiente
(KANNOUMA et al., 2022). Outro problema da ELL é a necessidade de concentrar o extrato, por meio da

evaporacao do solvente, devido a baixa eficiéncia de extragdo (SHIN et al., 2022).

3.3.2 Extragao em fase solida

A extracdo em fase sdlida (EFS) é uma técnica de preparo de amostras amplamente utilizada no
meio cientifico. A EFS se baseia no principio da transferéncia do analitos de interesse da amostra liquida
para um sorvente de fase solida. Assim, os analitos de interesse sao retidos no sorvente, enquanto os
demais componentes da amostra sao eluidos e descartados (SALAMAT et al., 2024). Logo apds, os
analitos de interesse séo eluidos do sorvente por um solvente que tenha mais afinidade. Os fenémenos
envolvidos nessa transferéncia podem ser particdo, adsorgéo ou troca ibnica (NAKHJAVAN, BLAND e
KHOSRAVIFARD, 2021).

O que torna a técnica de extracao tdo atrativa € o baixo consumo de solventes organicos, facil
execugao e alto fator de concentracdo, que aumenta a sensibilidade do método e reduz os limites de
quantificacdo (SOUSA et al., 2021; YEGANEH et al., 2023). Entretanto a desvantagem da técnica é o alto
custo dos cartuchos utilizados na extragao.

Os sorventes mais usados nos cartuchos de EFS tém sido o C8, C18, silica gel, carvao ativado e
resinas de troca idnica (SOLIMAN et al., 2022). Todavia estudos recentes tém buscado desenvolver novos
sorventes que apresentem custo reduzido, alta eficiéncia, que sejam seletivos e ambientalmente corretos
(VELOO e IBRAHIM, 2021). Soliman et al. (2022) desenvolveram um sorvente, a partir de bagago de cana-

de-acgucar para EFS de diversos pesticidas em amostras de agua. Em outro estudo, Pellicer-Castell et al.
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(2022) desenvolveram um sorvente de silica porosa com nanoparticulas de ouro para a extragao de
organoclorados em amostras de agua. Ja outro trabalho desenvolveu um sorvente a base de asfalto, para
EFS de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (KAMRAN et al., 2020).

3.3.3 Método QUEChERS

O método QUEChERS, do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe (rapido, facil,
barato, eficaz, robusto e seguro) € uma técnica desenvolvida, no ano de 2003, para a extragdo de
pesticidas em amostras de alimentos (ANASTASSIADES et al, 2003). O principio da técnica é a partigao
da fase organica e aquosa pela saturagdo com sal (WISNIEWSKI & MARTINS, 2022). Assim, em um tubo,
contendo a amostra, sdo adicionados acetonitrila e sais inorganicos, como sulfato de magnésio e cloreto
de soédio. Em seguida, o sistema é homogeneizado em vortex e centrifugado, para que ocorra a separagao
das fases e, por fim, o extrato passa por uma etapa de extragdo em fase sdlida dispersiva (d-EFS), para
limpeza (LAMAS et al., 2023).

Em virtude da facilidade de execucéo, baixo consumo de solventes e eficiéncia na extracao de
compostos de diversas classes quimicas e polaridades, 0 QUEChERS se tornou o método mais utilizado
para a extragao de pesticidas tanto em alimentos (WATANABE, 2021; YANG et al., 2024), quanto em solos
(BRINCO et al., 2023; GONZALEZ-CURBELO, VARELA-MARTINEZ & RIANO-HERRERA, 2022). No
entanto a desvantagem da técnica é a necessidade de uma etapa de limpeza do extrato, usando a d-EFS,

pela elevada quantidade de coextrativos extraidos no processo.

3.3.4 Extracao sélido-liquido com purificagao em baixa temperatura

A extracdo sélido-liquido com purificacdo em baixa temperatura (ESL-PBT) é uma técnica de
extracdo que se popularizou, apdés o ano de 2010, em que foi otimizada e validada para a extragdo de
pesticidas em tomates (PINHO et al., 2010).

O principio da técnica ¢ a particao em baixa temperatura. Assim, a amostra sélida é colocada em
contato com a fase extratora, composta por agua e solvente organico misciveis, em temperatura ambiente,
geralmente acetonitrila e, apés homogeneizagéo, é congelada a -20 °C, para que ocorra a separagéo da
fase organica, contendo os analitos de interesse, da amostra sélida congelada na fase aquosa (DE AVILA
et al., 2020).

A técnica se mostra muito promissora por seu baixo consumo de solvente organico, versatilidade
para extrair diversos analitos e alta eficiéncia de extragao tanto na sua versao tradicional quanto na versao
miniaturizada (RODRIGUES et al., 2021; AMBROSIO et al., 2022). A técnica ja foi utilizada com sucesso
no monitoramento de diversos contaminantes quimicos, em diferentes matrizes, como pode ser observado

na Tabela 4.
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Tabela 4- Aplicagdes da extragdo solido-liquido com purificagdo em baixa temperatura

Matriz Analise Analito alvo Referéncia
Solo CLAE-DAD Inseticida dinotefuran Soares et al., 2024
Lodo de esgoto CG-EM Bifenilas policloradas Maia et al., 2017
Pimentao CG-DCE Fungicidas Rodrigues et al., 2021
Mamao CG-EM Fungicida imazalil Freitas et al., 2023
Arroz CG-DCE Pesticidas piretroides Avila et al., 2020
Ovos LC-MS/MS Pesticidas e metabdlitos Dufor et al., 2020

CLAE-DAD= cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos; CG-EM=
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas; CG-DCE= cromatografia em fase
gasosa com detector de captura de elétrons; LC-MS/MS= cromatografia liquida acoplada a espectrometria

de massas em tandem.

Como pode ser visto na Tabela 4, a ESL-PBT tem sido uma alternativa eficiente, para o
monitoramento de pesticidas, como o fluopyram, tanto em matrizes vegetais, quanto em amostras

ambientais.

3.4 Dissipacgao de pesticidas no solo

A dissipagdo pode ser definida como o processo de desaparecimento de uma substancia no
ambiente (FANTKE & JURASKE et al.,, 2013). Diversos fatores podem influenciar na dissipacdo de
pesticidas ap6s sua aplicagdo em uma cultura agricola. Em aplicagdes via pulverizagao, por exemplo,
parte do pesticida é transportado pelo vento, parte fica aderida a planta e outra parte atinge o solo.

A dissipacéo de pesticidas no solo ocorre por duas vias principais, a transferéncia e a degradacao
(IMFELD et al., 2021). A transferéncia é quando o pesticida é transportado do solo por volatilizagao,
lixiviagdo, escoamentos e quando é absorvido por uma planta. Ja a degradagéo ocorre quando a molécula
do pesticida se quebra gerando produtos de degradagéo ou metabdlitos (BAHI et al., 2023).

Assim, a dissipacdo via transferéncia depende de propriedades fisico-quimicas do pesticida e
fatores ambientais. A pressao de vapor e a solubilidade em agua s&o as principais caracteristicas quimicas
do pesticida que vao influenciar na dissipagao via transferéncia, pois, dependendo da presséo de vapor,
ele pode ser volatilizado em condicdes de temperatura ambiente (WANG et al., 2014). J4, se o pesticida
possuir alta solubilidade em agua, ele pode ser facilmente lixiviado (BAHI et al., 2023).

A dissipacao de pesticidas via degradagéo também depende das carateristicas da molécula quimica
e fatores ambientais. A estabilidade quimica da molécula pode fazer com que ela se degrade em dias ou
em anos. O DDT, por exemplo, é altamente estavel e pode permanecer no solo por muitos anos
(MANSOURI et al., 2017). Em contrapartida, o pyrimethanil se degrada facilmente no ambiente, com tempo
de meia- vida de pouco mais de trés dias em peras (SCHUSTEROVA et al., 2024). Os principais fatores
ambientais que podem influenciar na degradagao de pesticidas no solo sdo umidade, incidéncia de luz,

pH, teor de matéria orgénica e microorganismos do solo (FARHA et al., 2016).
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Quando se descreve a dissipacdo de pesticidas, ao longo do tempo, por meio de equacbes
matematicas, tem- se a cinética de dissipagdo (FOCUS, 2005). O modelo mais usado, para descrever a
dissipacao de pesticidas no solo, € o modelo de primeira ordem simples.

O modelo de cinética de dissipacao de primeira ordem simples é descrito pela Equacéao 1:

(1)

Ct = Coe_kt

em que C:é a concentracdo no tempo t, Co € a concentracao inicial do pesticida, k é a constante de
dissipagéo e t o tempo (MOTOKI et al., 2020). Esse modelo é utilizado, quando a taxa de decaimento da
concentragao do pesticida é constante, ao longo do tempo.

Outros modelos de cinética de dissipagéo foram propostos para descrever quando o decaimento da
concentragao do pesticida ndo é constante ao longo do tempo e sdo chamados de modelos de dissipagao
bifasicos (ZARANYIKA, MATIMATI & MUSHONGA, 2020). Eles séo aplicaveis, quando a taxa de
decaimento da concentragido do pesticida ndo é constante, ao longo do tempo e, geralmente, tem um
decréscimo rapido da concentragdo, em uma primeira fase e, na segunda fase, o decaimento da
concentragao tende a ser mais lento (GUSTAFSON & HOLDEN, 1990). O modelo de Gustafson e Holden

€ apresentado na Equacgao 2.

oMo (2)

Em que M ¢é a concentragao no instante t, MO € a concentragao inicial, t € o tempo, 3 € o parametro
de localizagéo e a é o parametro de formato.

O grupo FOCUS (Forum for the co-ordination of pesticide fate models and their use), da Uniédo
Europeia, recomenda que uma analise criteriosa seja feita para escolher o modelo de dissipagéo cinética
de pesticidas. O modelo que mais se ajusta aos dados deve ser utilizado para se obter maior confiabilidade

de resultados.
3.5 Analise de risco dietario ou dietético de pesticidas em alimentos

A analise de risco dietario ou dietético € uma forma de assegurar que os residuos de pesticidas
em alimentos ndo representem perigo a saude dos consumidores. Ela é realizada por meio de calculos
que consideram a concentragdo encontrada do pesticida na amostra alimentar, a média de consumo do
alimento por dia, o peso corporal do consumidor e os valores de ingestdo maxima tolerada. A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da Nota Técnica N° 01/2017, estabelece um
procedimento para avaliagado de risco dietario.

A ANVISA recomenda que a avaliagéo seja realizada, quando a concentragdo encontrada de um
pesticida em determinado alimento, seja maior que o limite maximo de residuo estabelecido ou quando é
detectado um pesticida ndo aprovado para aquela cultura (ANVISA, 2017). Segundo a Nota Técnica, o
risco associado ao consumo de um alimento com residuos de um pesticida é considerado aceitavel,

quando a quantidade maxima estimada de residuo do pesticida consumida em um intervalo de 24 horas,
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assumindo que o alimento apresente concentragao residual do pesticida igual ao limite maximo de residuo
deste pesticida para aquele alimento, seja menor que a dose aguda de referéncia, que é adotada pela
Autoridade Europeia de Segurancga Alimentar (European Food Safety Authority — EFSA). No préximo
capitulo, serdo apresentadas as férmulas necessarias para o calculo do coeficiente de risco da ingestao

de batatas com residuo de fluopyram.

3.6 Monitoramento de Fluopyram em solo e alimentos

O monitoramento de pesticidas em alimentos e no meio ambiente tem sido um tema de extrema
importancia por envolver a seguranga alimentar e ambiental. Para evitar problemas de saude nos
humanos, érgéos regulamentadores tém estabelecido limites maximos de residuos (LMR) de pesticidas
em alimentos, baseados em testes de residuos detectados em alimentos que foram cultivados seguindo
boas praticas agricolas (LEONG et al., 2020).

No Brasil, a ANVISA é que determina o limite maximo de residuo de pesticidas em alimentos. A
Tabela 5 apresenta o limite maximo de residuo do fluopyram em alimentos de origem vegetal determinado
pela ANVISA.

Tabela 5- Limite maximo de residuo de fluopyram para alimentos

Alimento Limite Maximo de Residuo (mg kg™)
Banana 0,01
Batata 0,10
Beterraba 0,06
Cenoura 0,06
Feijao 0,15
Melancia 0,30
Milho 0,01
Tomate 0,01

Fonte: BRASIL, 2024.

O primeiro estudo de monitoramento relatado na literatura cientifica foi o de Dong e Hu (2014),
que monitorou o fluopyram, em cultivo de melancias, empregando o método QUEChERS e analise por CG-
EM. Neste estudo, o tempo de meia- vida do fluopyram foi de aproximadamente 6,5 dias. Por outro lado,
o fluopyram foi detectado no solo apds 28 dias depois da aplicagdo. Ja, na melancia, o fluopyram foi
detectado, apds 21 dias, ja que a concentragao foi inferior ao limite de quantificagdo do método.

Em feijao, o fluopyram foi monitorado utilizando método QUEChERS e analise por CG-EM. Nas
vagens de feijdes verdes, o fluopyram foi detectado, em até 20 dias apés a aplicagdo, porém néo foi
detectado, no momento da colheita, no feijdo seco e no solo (KATNA et al., 2018).

Em solos de cultivo de bananeira, estudo anterior revelou que a meia- vida do fluopyram foi de

aproximadamente 58 dias, apds a aplicagdo, dado que, apds 60 dias de aplicagédo, a concentragao de
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fluopyram foi superior a 1 mg kg' (ZHOU et al., 2021). Entretanto vale ressaltar que a dissipagdo do
fluopyram depende de atributos do solo e condigdes ambientais.

Em estudo mais recente, o fluopyram foi monitorado em goji berry e teve tempo de meia- vida de
4,41 dias. A analise de risco dietario mostrou que os residuos de fluopyram em goji berry ndo representam
riscos a saude (LI, XIAO e ZHU, 2024).
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5 ARTIGO

5.1 Método de extragao para estudo de dissipacao de residuos de fluopyram em solo e analise de

risco dietético em batatas

Este artigo foi elaborado conforme as normas do periédico “Talanta”.
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RESUMO

O fluopyram é um fungicida e nematicida usado em vérias culturas, mas com poucos estudos de métodos
de extragao envolvendo o cultivo da batata. Os objetivos deste estudo foram otimizar e validar a extragao
solido-liquido com purificagdo, em baixa temperatura miniaturizada do fluopyram, em batatas com analise
por CG-EM e monitorar esse composto em solo e batata. Os resultados indicaram que a extragado atingiu
o limite de quantificacédo de 2 ug kg, sendo seletiva, linear, exata, precisa e com efeito de matriz de 326%.
O monitoramento do fluopyram nesta matriz revelou que a concentragao residual de fluopyram, nas batatas
apos 80 dias (174,9 a 345,5 ug kg™), foi superior ao limite maximo de residuo estabelecido pela legislagdo
brasileira. O estudo de dissipagao do fluopyram no solo revelou que, em 80 dias, houve reducao de 85%
da concentragao inicial do pesticida e a meia- vida calculada foi de cinco dias. Pela analise de risco dietario,

0 consumo dessas batatas nao representa risco para a saude humana.

Palavras-chave: fluopyram, particdo em baixa temperatura, CG-EM, ESL- PBT.
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INTRODUGAO

A batata é a hortalica mais importante do mundo, em virtude de sua elevada produtividade e
consumo [1]. Essa hortalica é fonte de carboidratos, proteinas, vitaminas e minerais essenciais para a
saude humana e pode ser consumida, em diversas formas de preparo [2], 0 que faz com que ela esteja,
constantemente, presente na alimentagdo humana. No Brasil, a produgao de batatas, em 2023, chegou a
4.248.474 de toneladas e 128.525 hectares de area plantada [3] e, mundialmente, em 2022, a produgao
superou 374 milhdes de toneladas [4]. Com frequéncia, essa cultura é atacada por nematoides, como o
cisto da batata, que comprometem a produgao e geram prejuizos consideraveis [5,6].

Langcado mundialmente, em 2011, o fluopyram foi aprovado no Brasil, no ano de 2019, como
nematicida, mais tarde também como fungigida, em diversas culturas, entre elas a batata. O fluopyram é
um fungicida e nematicida que pertence a classe dos inibidores da enzima succinato desidrogenase [7].
Estudos prévios mostraram a eficiéncia do fluopyram, no controle de nematoides, o que o torna uma
alternativa para o combate dessa praga [8,9,10]. Entretanto sua toxicidade aos seres nao alvos [11,12]
evidencia a necessidade de monitoramento constante desse pesticida nos alimentos e no solo, para evitar
problemas a saude humana e ao meio ambiente.

Para o monitoramento de pesticidas, em alimentos e matrizes ambientais, tem sido necessario
técnicas de extragdo seguida por analises instrumentais. Em estudos anteriores, 0 método QUEChERS
(quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) foi usado, para a extragéo de fluopyram em solo [13,14],
cenoura [15], cebola [16], melédo [17] e feijao [18]. No entanto é necessario o desenvolvimento de novas
técnicas de extragao que sejam eficientes, faceis e de baixo custo.

Nesse contexto, a extracdo sélido-liquido com purificagcdo em baixa temperatura (ESL-PBT)
apresenta-se como uma alternativa para o monitoramento de fluopyram, em cultivo de batata, por ser de
facil execucéo e utilizar reduzido volume de solvente organico, o que reduz o custo. Essa técnica ja tem
sido utilizada, com sucesso, em diversos trabalhos, para extrair residuos de pesticidas e contaminantes
quimicos em diferentes matrizes. A ESL-PBT consiste em adicionar agua e solvente organico miscivel, na
amostra solida, que, apos o congelamento a -20 °C, a fase orgénica sobrenadante, contendo o analito de
interesse, permanece liquida, enquanto a matriz solida fica congelada com a agua [19,20].
Frequentemente, tem- se utilizado, na ESL-PBT, 8 mL de fase extratora, 4 mL de agua e 4 g de amostra
sélida. Todavia estudos recentes tém mostrado resultados satisfatérios com uma versédo miniaturizada da
técnica, o que reduz o consumo de solvente organico e de amostra, além da reducéo dos custos e de
impacto ambiental [21,22].

Até onde sabemos, somente o método QUEChERS foi validado para a extragéo de fluopyram em
batatas [23]. Porém nenhum estudo avaliou o residuo final de fluopyram, nas batatas pds-colheita e o risco
dietario. Além disso, a relevancia deste estudo também esta associada a batata ser um dos alimentos de
base da alimentag&o dos brasileiros, os quais consomem, em média, 95 g de batata por dia [24].

Diante disso, este estudo tem como objetivos otimizar e validar a versao miniaturizada da ESL-
PBT para monitorar residuos de fluopyram em batata, avaliar o risco dietario e estudar a dissipagéo do

fluopyram no solo durante o cultivo.
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MATERIAL E METODOS

Reagentes

O padrao de fluopyram com pureza de 98% foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). A
solugdo estoque de fluopyram, a 100 mg L' e as solugdes intermediarias, a 20 mg L' e de trabalho, a5 e
1 mg L', foram preparadas em acetonitrila grau HPLC, adquirida da Merck (Darmstadt, Alemanha) e
armazenadas em frascos ambar a -20 °C. Acetonitrila grau PA foi adquirida da Exodo Cientifica (Sumarg,
Brasil). Acetato de etila grau HPLC foi adquirido da Dindmica (Indaiatuba, Brasil). Sulfato de sdédio
(Na2S04) anidro foi adquirido da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Os sorventes Silica gel de fase reversa
(C18) e Amina Primaria Secundaria (PSA) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Florisil foi
adquirido da Mallinckrodt (Phillipsburg, USA). Agua ultrapura tipo |l foi obtida em um purificador Millipore
Elix 100 (Molsheim, Franga). Verango® Prime suspenséo de fluopyram a 500 g L-! foi adquirido da Bayer

CropScience (Dormagen, Alemanha).

Equipamentos

No preparo das amostras, foram utilizados um mixer da Britania (Curitiba, Brasil), uma balanga
analitica Shimadzu (S&o Paulo, Brasil), um vortex da Scilogex (Rocky Hill, USA) e uma centrifuga da Kindly
(Sao Paulo, Brasil). As analises foram realizadas, em um cromatégrafo a gas 7890A, acoplado ao

espectrometro de massas 5975C, ambos da Agilent Technologies.

Condig6es cromatograficas

As analises dos extratos foram realizadas, seguindo integralmente as condi¢des cromatograficas
descritas em trabalho prévio, realizado por Silva et al. [25]. As analises foram realizadas, em cromatdgrafo
a gas modelo 7890A, acoplado a um espectrobmetro de massas modelo 5975C, ambos da Agilent
Technologies. Foi usada uma coluna cromatografica capilar SLB-5 MS (Sigma Aldrich) com fase
estacionaria 5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano (30 m comprimento x 0,25 mm didmetro interno x 0,25
pum espessura do filme interno). O gés de arraste utilizado foi o hélio (99,999%). Nas analises no modo

MSI (monitoramento seletivo de ions), foram selecionados os ions m/z 145, 173, 223 e 396.

Amostras de batata

As amostras de batata inglesa isentas de fluopyram, usadas na otimizagao e validagdo do método
analitico, foram adquiridas em supermercados da cidade de Montes Claros, Brasil e processadas com
casca, sem adicdo de agua, em mixer até adquirir consisténcia pastosa.

Método de extragao

Na extracao do fluopyram nas amostras de solo, seguiu-se a metodologia otimizada e validada por
Silva et al. [25].
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Para otimizar o método de extragado do fluopyram em batata, foram avaliadas as fases extratoras
constituidas por acetonitrila e uma mistura de acetonitrila com acetato de etila (1,6:0,4 v/v) e trés sorventes,
para a extragdo em fase sélida dispersiva (d-EFS): C18, PSA e Florisil na proporgao de 50 mg de sorvente
para cada 1 mL de extrato.

Nas condi¢des 6timas, a ESL-PBT para fluopyram em batata constituiu-se em adicionar 0,5 mL de
agua destilada e 2,0 mL de acetonitrila, em um vial de 5 mL, contendo 1 g de batata triturada. O sistema
foi homogeneizado em vortex por 30 s e congelado a -20 ° C por 1 h. Apds a separacgao das fases organica
e aquosa, 1,2 mL da fase organica foram transferidas para um tubo de centrifuga de 15 mL, contendo 130
mg de sulfato de sédio anidro e 60 mg de C18, e o sistema homogeneizado em vértex por 30 s. Por fim, o
extrato foi centrifugado a 4000 rpm, por 5 min, visto que 800 pL do sobrenadante foi transferido para um

vial de injecdo e analisado no CG-EM.

Validagao do método de extragao

A validacdo do método seguiu os critérios recomendados por SANTE [26], em que foram
estudados a seletividade, limite de quantificagéo (LQ), faixa de linearidade, exatidao, precisao e efeito de
matriz.

A seletividade foi estudada, comparando cromatogramas de extrato da matriz batata, isentos de
fluopyram, (extrato branco), com cromatogramas de extrato da matriz fortificados com fluopyram. Para ser
considerado seletivo, o cromatograma n&o poderia apresentar picos de interferentes no mesmo tempo de
retengao do analito estudado.

O limite de quantificac&o foi considerado como a menor concentracao de fluopyram, no extrato da
matriz, que gere um pico cromatografico, no minimo, 10 vezes maior que o pico do ruido, no mesmo tempo
de retencgao do analito alvo.

A faixa de linearidade foi estudada, construindo uma curva de calibragdo, com extratos da matriz
fortificados, nas concentragdes de 1, 25, 45, 65, 85 e 105 ug L', em triplicata. Os dados foram submetidos
a regressao linear, pelo método dos minimos quadrados ordinarios e passaram por testes de pré-
suposi¢des da analise de variancia [27,28]. O teste de Jacknife foi utilizado, para a exclusédo de outliers; a
normalidade dos residuos foi avaliada pelo teste de Ryan-Joiner; a homoscedasticidade pelo teste de
Brown-Forsythe e a independéncia dos residuos pelo teste de Durbin-Watson.

Para estudar o efeito de matriz, curvas de calibragdo foram construidas em acetonitrila e em
extrato da matriz, nas mesmas concentra¢cdes empregadas no estudo da linearidade, ou seja, 1, 25, 45,
65, 85 e 105 ug L', em triplicatas. O efeito de matriz foi calculado pela equagdo, proposta por Know,

Lehotay e Geis-Asteggiante [29]:

) . & matriz— X solvente Eq.1
Efeito de Matriz (EM) = ( < solvente ) * 100

em que Omatiz € 0 coeficiente angular na curva de calibragao no extrato da matriz; dsoivente € 0 coeficiente
angular na curva de calibragdo em acetonitrila. Variagdo de 20% foi considerada como baixo efeito de
matriz, variagdes entre 20% e 50% médio efeito de matriz e variagdes superiores a 50% s&o consideradas

como alto efeito de matriz [30].
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A exatidao foi verificada, por meio de estudos de recuperacdo, nas concentragbes de 2, 90 e 170
4g kg, em triplicata. Para ser considerado exato, o método deve apresentar taxa de recuperagao na faixa
de 70 a 120% nas trés concentragoes.

A preciséo foi avaliada, por meio de estudos de recuperagdo, na concentragdo de 90 ug kg, com
sete repeti¢cdes. Para ser considerado preciso, o desvio- padrao relativo das recuperagoes deve ser inferior
a 20%.

Experimento de campo

Vasos de 23 L foram preenchidos com solo, previamente peneirado e adubado e, em seguida, foi
feito um sulco no centro do vaso, em que as batatas-semente foram plantadas. A Tabela 1 apresenta a
caracterizagéao fisico-quimica do solo antes da adubag&o. Nos sulcos de plantio, foi aplicada a suspensao
de fluopyram diluida em agua destilada, a partir do produto comercial, em doses equivalentes a 250, 375,
500 e 625 g de ingrediente ativo por hectare. As doses 375 e 500 g sdo recomendadas pelo fabricante, e
as demais foram utilizadas, para simular possiveis erros, que podem acontecer na aplicagdo pelo produtor.
O tratamento controle nao recebeu aplicagao do produto. O delineamento foi o inteiramente casualizado,
e cada dose de aplicagdo e o tratamento controle possuem trés repeticdes. O experimento foi realizado
entre os meses de junho a setembro de 2023. Os vasos foram mantidos, em area aberta do Instituto de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais, sendo irrigados com um litro de agua a cada
trés dias.
Apds 80 dias de plantio, que é o intervalo de seguranga proposto pelo fabricante, as batatas

produzidas foram coletadas e lavadas em agua, para remover o solo aderido aos tubérculos.

Tabela 1- Caracterizagao fisico-quimica do solo.

Atributo do solo Valor
pH em agua 5,30
Fosforo Mehlich (mg kg™) 53,33
Potassio (g kg™) 1,85
Calcio (g kg™) 7,08
Magnésio (g kg™') 1,38
Aluminio (g kg) 1,50
Soma de bases (cmol dm-3) 0,77
CTC efetiva (cmol dm-3) 1,02
Saturagao por aluminio (%) 24,50
Matéria Organica (g kg™") 10,3
Areia (%) 80,93
Silte (%) 7,63
Argila (%) 11,44

CTC-= capacidade de troca cation idnica.
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Dissipagdo do fluopyram no solo e tempo de meia vida

A coleta de amostras de solo, para determinar a cinética de degradagao do fluopyram foram feitas
nos tempos 0 (duas horas apés a aplicagéo), 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 60 e 80 dias apéds a aplicagéo.
O solo coletado foi submetido a ESL-PBT, e o extrato obtido foi analisado no CG-EM. A dissipagao do
fluopyram no solo foi avaliada por analise de regressao exponencial pela equagéo:

Eq. 2
Cr = Coe " + C; d

Em que C; é a concentragéo no tempo ¢, Co € a concentracgao inicial, t € o tempo em dia, k é a constante
de dissipacdo e Cré a concentragdo residual apos 80 dias.

O tempo de meia- vida (DTsp) foi calculado pela equagao descrita por Gustafson e Holden [31] e
recomendada pela Agéncia Ambiental Europeia [32].

Eq. 3
DTy = B+ (2% — 1) a

Em que 8 é o parametro de formato e a é o parametro de localizagao.
Residuo final e avaliagao de risco dietario
As batatas colhidas, apds 80 dias de cultivo, foram submetidas a ESL-PBT e, posteriormente, foi

realizada a analise dos extratos para a determinacdo de residuos de fluopyram nos tubérculos. O risco

dietario foi calculado pelas equagdes abaixo, como descrito por Yizhi et al. [17].

Eq. 4
B FI(kg) * STMR (mg/kg)
NEDI (mg/kg bw) = bw (kg)
NEDI kgb
B (mg/kg bw) Eq. 5

"~ ADI (mg/kg bw)

Em que NEDI é a ingestao diaria estimada de fluopyram; FI é o consumo alimentar diario de batatas;
STMR é o residuo médio de fluopyram nas batatas; bw é o peso médio de uma pessoa adulta; RQé o
quociente de risco; ADI é a ingestao diaria aceitavel. Quando o valor de RQ é maior que 1, o risco para a

saude humana é inaceitavel. Valor de RQ menor que 1 representa baixo risco para a saude humana.
Andlises estatisticas
Os dados obtidos dos estudos de recuperagao foram submetidos a analise de variancia e teste de

Tukey e os de dissipagéo do fluopyram no solo foram submetidos a andlise de variancia e regressao em

nivel de 5% de significancia. As analises foram realizadas nos softwares OriginPro 8 SR0 e no Excel 2019.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Otimizagdo do método de extragao

O primeiro passo da etapa de otimizacdo da técnica de extracio foi a escolha da melhor fase
extratora. A acetonitrila e a mistura de acetonitrila com acetato de etila foram escolhidas por sua eficiéncia
de extragdo em estudos prévios [19,20]. As porcentagens de recuperagao, em cada fase extratora, podem

ser observadas na Figura 1.
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Figura 1- Taxas de recuperagao do fluopyram, em cada fase extratora, empregando a ESL-PBT. Médias

seguidas pelas mesmas letras nao se diferem pelo teste F a 5%.

Os resultados revelaram que as duas fases extratoras avaliadas foram eficientes na extragdo do
fluopyram das amostras de batata. Entretanto, além do sinal do fluopyram ser maior, quando foi usado
somente acetonitrila, na fase extratora (Figura 2), também foram observadas porcentagens de
recuperacao acima de 120% na fase extratora composta por acetonitrila e acetato de etila.
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Figura 2- Cromatogramas do extrato da matriz fortificados com fluopyram a 90 ug kg com fase extratora

A) acetonitrila; B) acetonitrila + acetato de etila (1,6/0,4 v/v).
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Estudo anterior também obteve porcentagens de recuperagao elevadas, empregando essa fase
extratora em amostras de solos [25], indicando que o acetato de etila, na composi¢édo da fase extratora,
auxilia na extragdo de maior quantidade de coextrativos, que podem interferir na resposta cromatografica.
Por isso, a acetonitrila foi escolhida como a melhor fase extratora para este estudo.

Apbs a escolha da fase extratora, foi estudada uma etapa de limpeza baseada na d-SPE com trés
sorventes diferentes, para tentar reduzir a entrada de coextrativos no sistema cromatografico e o efeito de
matriz. As porcentagens de recuperagao obtidas, empregando cada sorvente, estdo apresentadas na

Figura 3, e os respectivos cromatogramas sao apresentados na Figura 4.
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Figura 3 - Porcentagens de recuperagéo e desvio- padrao relativo, apos a etapa de limpeza do extrato da
matriz fortificado a 90 ug kg-'. PSA= Amina Primaria Secundaria; C18= Silica gel de fase reversa. Médias

seguidas pela mesma letra n&o se diferem pelo teste de Tukey a 5%.

Como pode ser observado na Figura 3, a etapa de limpeza utilizando os sorventes C18 e PSA
reduziram as porcentagens de recuperagao, para proximo de 100%, com recuperagdo média de 92 e

102%, respectivamente. Entretanto florisil ndo reduziu a porcentagem de recuperacao do fluopyram.
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Figura 4 - Cromatogramas do extrato da matriz fortificado com fluopyram a 90 ug kg, apds etapa de

limpeza com diferentes sorventes. (A) Sem limpeza; (B) C18; (C) Florisil; (D) PSA.

Os cromatogramas obtidos para cada extrato revelaram que o uso de C18 resultou em um sinal do
fluopyram mais intenso. O Florisil removeu maior numero de sinais e o uso de PSA gerou um
cromatograma com menor sinal para o fluopyram. Por isso, o C18 foi escolhido como melhor sorvente para

este estudo.

Validagao
Seletividade

A Figura 5 apresenta os cromatogramas do extrato da matriz isento de fluopyram (extrato branco)

e do extrato da matriz fortificado.
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Figura 5 - Cromatogramas do extrato da matriz fortificado a 2 ug kg' sobreposto ao cromatograma do

extrato branco da matriz.

O método proposto foi considerado seletivo, pois ndo foi observado, no cromatograma da Figura

5, picos de interferentes no mesmo tempo de retencao do fluopyram.
Limite de quantificagao

Neste estudo, o limite de quantificagdo do fluopyram alcangado foi de 2 ug kg' como pode ser
observado na Figura 5. Estudo prévio encontrou limite de quantificagdo de 10 yg kg' em batata e outros
alimentos de origem vegetal para o mesmo analito alvo [23]. Vale ressaltar que o LQ deste estudo foi 10
vezes menor que o limite maximo de residuo (LMR), estabelecido pela Unido Europeia para batatas (20
g kg') [33] e 50 vezes menor que o LMR estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do

Brasil, que é 100 ug kg™ [34].
Faixa de Linearidade

A curva analitica foi construida com extratos da matriz fortificados, e os dados foram submetidos
a analise de regressao. Pelo teste de Jacknife, foram excluidos os outliers (valores criticos), em que a
exclusédo dos pontos atendeu as premissas do teste, pois a exclusdo ndo excedeu a 22% dos dados e
nenhum nivel foi totalmente excluido. Apenas dois valores foram excluidos, como pode ser observado na

Figura 6.
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Figura 6 - Grafico do teste de Jacknife para a exclusdo de outliers. ei = residuos da regressao linear.

A normalidade dos residuos foi avaliada pelo teste de Ryan-Joiner, em que a 5% de significancia,
os residuos seguiram a distribuigdo normal com R > Rgit. A Figura 7 apresenta o grafico de normalidade

dos residuos da regressao.
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Figura 7 - Grafico de normalidade dos residuos pelo teste de Ryan-Joiner. ei = residuos da regressao; bi

= valor normal esperado.

A homoscedasticidade dos residuos foi avaliada pelo teste de Brown-Forsythe. Para o nivel de
significancia de 5%, o método apresentou homoscedasticidade dos residuos com p > 0,05 (p = 0,058).
A independéncia dos residuos foi estudada pelo teste de Durbin-Watson. A Figura 8 apresenta o

gréfico do teste de independéncia dos residuos de Durbin-Watson. O valor encontrado foi maior que o
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limite superior critico (dU), indicando que n&do houve autocorrelagdo dos residuos e que esses sao

independentes. Pelo grafico, pode- se observar uma distribuicdo aleatéria dos residuos nos quatro

quadrantes.
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Figura 8- Grafico do teste de independéncia dos residuos de Durbin-Watson. d = valor encontrado; dL =

limite inferior critico; dU = limite superior critico; ei = residuos da regresséo.

A ANOVA mostrou que a regresséao foi significativa e que ndo apresenta desvio de linearidade,
portanto a técnica proposta foi considerada linear, na faixa de 1 a 105 ug L-'. AFigura 9 apresenta o grafico

de regresséo linear do método.
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Figura 9 - Grafico de regressao linear do método proposto.
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Exatidao e precisao

A Tabela 2 apresenta os resultados da exatidao e precisdo da técnica otimizada.

Tabela 2 - Porcentagem de recuperagéo e desvio- padrao relativo do estudo de exatidao e preciséo.

Concentragao de fluopyram (ug kg') 2,0 90,0” 170,0°
Recuperagao (%) 102,0+7,0 112,0+£7,0 118,0+£ 2,0

"= ensaio com trés repeti¢cdes; "= ensaio com sete repetigdes.

Como pode ser observado na Tabela 2, as recuperagdes, nas trés concentragdes avaliadas, estdo
entre 102,0 a 118,0%, portanto a técnica foi considerada exata. O desvio- padréo relativo variou entre 2 a
7%, ou seja, abaixo de 20%, logo a técnica foi considerada precisa, segundo recomendagées de SANTE
[26].

Efeito de matriz

O efeito de matriz tem sido um dos principais problemas associados a analises de pesticidas em
amostras complexas por CG-EM. Ele pode ser descrito como a variagao da resposta analitica de um sinal
cromatografico gerado pelos componentes da matriz [35,36].

O efeito de matriz calculado, para o fluopyram na batata, foi de 326,02%, que é considerado alto
efeito de matriz. Esse resultado esta proximo do encontrado em estudo anterior de Lee et al. [37], em que
diversos pesticidas em batata tiveram efeito de matriz superior a 300%. Além disso, elevado efeito de
matriz, na determinagao de pesticidas em alimentos, foi relatado por Sugitate et al. [38], em moléculas com

grupo amina em sua estrutura quimica, como é o caso do fluopyram.

Comparagao com outras metodologias

Até onde sabemos, somente o método QUEChERS foi otimizado e validado para a extragédo e
analise de fluopyram em batatas. Com isso, foi realizado um estudo comparativo (Tabela 3) entre o método
deste estudo e outros descritos na literatura para analise de residuos de fluopyram em batatas e outras

matrizes vegetais.
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Tabela 3- Comparagao da metodologia deste estudo com outras descritas na literatura.

Matriz Técnica de extracao Analise Volume de solvente organico (mL) LQ (ug kg™') Recuperacao (%) Referéncia
Gengibre QuUEChERS CL-EM/EM 10 10 83-93 [39]

Batata QuEChERS CG-EM/EM 10 10 87 -101 [23]
Cenoura QuEChERS CL-EM/EM 10 10 83 - 106 [15]

Cebola QuEChERS CG-EM/EM 30 10 90 - 95 [16]

Batata ESL-PBT CG-EM 2 2 102-118 Este estudo

LQ= limite de quantificagdo; QUEChERS= do inglés, Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe CL-EM/EM= cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas em tandem; CG-EM= cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas; CG-EM/EM= cromatografia em fase gasosa acoplada a

espectrometria de massas em tandem; ESL-PBT= extrag&o sélido-liquido com purificagdo em baixa temperatura.
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Como pode ser observado na Tabela 3, os métodos disponiveis na literatura apresentam
porcentagem de recuperagédo semelhante ao obtido no presente estudo. Entretanto o método descrito,
neste estudo, utiliza menor volume de solvente orgénico e atingiu menor valor de LQ. Nesse cenario, a
SLE-LTP, seguida por analise por CG-EM, apresenta-se como uma técnica interessante para a
determinacdo de residuos de fluopyram em batatas por ser sensivel e possuir baixo consumo de

reagentes, o que torna a técnica menos onerosa e ecolégica.

Dissipagdo do fluopyram no solo

As curvas de dissipagao do fluopyram no solo sao apresentadas na Figura 10.
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Figura 10 - Grafico da cinética de dissipagéo do fluopyram no solo, com diferentes doses de aplicagdo do
fluopyram por hectare. (A) 250 g; (B) 375 g; (C) 500 g; (D) 625 g.

A concentragéo inicial de fluopyram, no solo, apés a aplicagéo, variou entre 2,8 e 5,3 mg kg'.
Estudos anteriores detectaram concentragdes inferiores as obtidas neste estudo, tais como Yun e Choi
[14] detectaram a concentragao inicial de fluopyram entre 0,94 e 0,96 mg kg, Wei et al. [40] entre 0,6 e
0,85 mg kg, Dong e Hu [41] entre 0,27 e 0,34 mg kg-'. Porém, nos estudos citados, a aplicagdo ocorreu
via pulverizagao foliar. As elevadas concentragdes de fluopyram, detectadas no solo, no presente estudo,
sdo justificadas pelo modo de aplicagao direto no solo, no sulco de plantio. Estudo que utilizou a aplicagao
do fluopyram diretamente no solo, em cultivo de tomate e pimentdo, obteve concentragao inicial do

pesticida no solo de 3,18 e 3,57 mg kg'! respectivamente [42]. Ja em cultivo de cenoura que recebeu dose
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de aplicacado de fluopyram de 500 g ha' via irrigacao, diretamente no solo, obteve concentracgao inicial de
14,46 mg kg™, o que representa quase o triplo da concentracgéo inicial da maior dose do nosso estudo [15].

Apos 80 dias de cultivo, a concentragao residual de fluopyram variou entre 0,2 e 0,6 mg kg-', o que
representa redugao superior a 85%, para todas as doses de aplicagdo, quando comparada com a
concentracao inicial e corroborando com o estudo de Matadha et. al [43], que também detectaram o
pesticida, no solo, 80 dias apdés a aplicagdo. Essa concentragdo residual de fluopyram pode estar
associada ao reduzido teor de matéria organica do solo estudado, pois representa menor quantidade de
nutrientes disponiveis para os microorganismos. Podbielska et al. [44] mostraram que a agao de
microorganismos reduz a concentragao de fluopyram, em até 81,5 %, em testes laboratoriais e de 30,8%
em estudos de campo com magéas. Ademais, é importante destacar que a degradagéo de pesticidas no
solo depende de outros fatores, como pH do solo, umidade e incidéncia de luz [45]. A meia- vida estimada,
no presente estudo, foi de, aproximadamente, cinco dias. Similarmente, estudos anteriores revelaram

tempo de meia- vida do fluopyram, em solo, entre 4,2 a 6,2 dias [40,46].
Residuo final na batata e avaliagao de risco dietario

Apés 80 dias de cultivo, todos os tratamentos com aplicacdo de fluopyram apresentavam
concentracgao residual desse pesticida. Os resultados das analises dos extratos de batata e da avaliagao

de risco dietario sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4- Residuo de fluopyram na batata e coeficientes de risco

Dose de aplicagdo (g ha')  Residuo final na batata (mg kg'')  NEDI (mg kg bw) RQ
0,00 0 - -
250,00 0,1749 + 0,0372 0,0002 0,0237
375,00 0,2203 + 0,0697 0,0003 0,0299
500,00 0,2812 + 0,0364 0,0004 0,0382
625,00 0,3455 + 0,0732 0,0005 0,0469

NEDI= ingestéo diaria estimada; RQ= quociente de risco.

Como pode ser observado na Tabela 4, a concentragao residual de fluopyram nas batatas variou
de 0,1749 a 0,3450 mg kg™'. Vale ressaltar que a ANVISA estabelece LMR de fluopyram em batata de 0,1
mg kg'e a Unido Europeia 0,02 mg kg'. Isso evidencia a necessidade de reavaliar o intervalo de
seguranga de 80 dias ou a dose de aplicagdo do produto, visto que a dose de aplicagdo menor que a
recomendada pelo fabricante também gerou residuos nas batatas, em quantidade superior ao LMR
estabelecido pela legislagao brasileira.

Pela concentragao residual do fluopyram nas batatas ter sido acima do LMR permitido, foi realizado
um estudo da analise de risco dietario. Tal analise teve como objetivo avaliar os riscos da ingestdo de
alimentos com residuos de pesticidas para a saude humana. No calculo da avaliagdo, é considerada a
quantidade residual do pesticida no alimento, a quantidade média do alimento ingerida por dia, a ingestéao
diaria aceitavel e a dose aguda de referéncia. A avaliagao foi realizada com os célculos das equacgdes 1 e

2, apresentadas na pagina 68. Para o célculo, foram considerados uma ingestdo diaria de,
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aproximadamente, 95 g de batata por dia [24] e 0 peso médio de um adulto de 70 kg. Foram adotados
valores de ingestao diaria aceitavel e de dose aguda de referéncia da Agéncia Europeia, para a seguranca
dos alimentos, que é de 0,01 mg kg' e 0,5 mg kg™, respectivamente [47].

Em todos os tratamentos, os valores de RQ calculados foram inferiores a 1 (Tabela 6), indicando
que o consumo das batatas deste estudo, com residuos de fluopyram acima do permitido no Brasil, ndo

representa perigo para a saude do consumidor.

CONCLUSAO

Foi otimizada e validada uma técnica seletiva, sensivel, exata e precisa, para o monitoramento de
fluopyram em batatas, usando a ESL-PBT miniaturizada, seguida pela anélise por CG-EM. O experimento
de campo mostrou que o fluopyram é persistente no solo, sendo detectado na batata acima do LMR
estabelecido pela legislagao brasileira. Apesar disso, a avaliagao de risco dietario revelou que o fluopyram
nao deve causar problemas de saude, relacionados ao consumo de batatas cultivadas sob condigbes

semelhantes as empregadas neste estudo, ao consumidor.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste estudo, otimizamos e validamos um método seletivo, sensivel, preciso e exato para
determinar residuos de fluopyram em batatas, utilizando ESL-PBT miniaturizada e analise por CG-EM. A
miniaturizagédo da técnica de extragao gerou redugéo consideravel, no consumo de solvente orgénico, em
comparacgao a técnica convencional. Um experimento de campo foi implementado e revelou a persisténcia
do fluopyram no solo, com detecgéo acima do LMR estabelecido pela legislagao brasileira em batatas. No
entanto a avaliagao de risco dietético indicou que o fluopyram ndo apresenta risco significativo para a
saude da populagao brasileira.

Assim, este estudo se mostrou de grande impacto cientifico, por disponibilizar um método
econOmico e eficiente, ambiental, por ter mostrado a persisténcia do fluopyram no solo, e social, por ter

avaliado o risco dietario do fluopyram em batatas.



