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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi adequar as condi¢cdes cromatogréaficas e
validar uma metodologia para determinacdo de residuos de 9 agrotoxicos
(ciromazina, carbendazim, deltametrina, malationa, diflubenzurom, tiofanato
metilico, tiabendazol, procloraz e diclorvos) em amostras de trés espécies de
cogumelos in natura, Agaricus bispourus (champignon de paris), Lentinus edodes
(shitake) e Pleurotus ssp (shimeji). Para preparo das amostras foi utilizada a
metodologia QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe), que é
uma técnica de extracao e limpeza rapida e de baixo consumo de reagentes. Para
deteccdo e quantificacdo foi utilizada a cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas sequencial (UPLC-MS/MS). Os parametros
utilizados na validacdo foram linearidade, efeito matriz, seletividade, exatidao,
precisdo, limite de deteccdo (LOD) e quantificagcdo (LOQ). Os resultados
mostraram que o método é linear na faixa de 0,01 a 0,125 mg/L, os coeficientes de
correlacdo (r) variaram entre 0,975 e 0,990. A exatiddo e precisdo foram
adequadas, os valores de recuperacao obtidos variaram de 68 - 114%, e 0s desvios
padrao relativos nao ultrapassaram que 20% estando de acordo com os valores
estabelecido pelo guia SANTE que séo 70 — 120% para recuperacao e os desvios
padrdo menor que 20%. O LOQ para a deltametrina foi de 0,025 mg/kg e para 0s
demais agrotoxicos foi de 0,01 mg/kg. Os LOD ficaram entre 0,001 e 0,015 mg/kg.
O método foi aplicado na andlise de residuos de agrotéxicos em cogumelos
comercializados em mercados da regido de Campinas, SP e dentre 42 amostras,
14 amostras nao apresentaram residuos dos agrotoxicos estudados e ciromazina
nao foi detectada em nenhuma amostra (>LOD). Em 28 amostras foram detectados
residuos de agrotéxicos que variaram de >LOD e 1,35 mg/Kg (carbendazim em
champignon).

Palavras-chave: Fungos comestiveis; agrotoxicos;, QUEChERS; validacdo de

metodologia; carbendazim
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ABSTRACT

The objective of the present work was to adequate cromatographic
conditions and validate a metodology for the determination of residues of 9
pesticides (cyromazine, carbendazim, deltamethrin, malathion, diflubenzuron,
thiophanate methyl, thiabendazole, prochloraz e dichlorvos) in in natura mushrooms
samples. QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) method,
which is a fast extraction and cleaning technique with low reagents consumption
was used for sample preparation, and ultra-performance liquid chromatography
coupled with tandem mass spectrometric detector (UPLC-MS/MS) was used for
detection and quantification. Parameters used for validation were linearity, matrix
effect, selectivity, trueness, precision and limits of detection (LOD) and
guantification (LOQ). Results show that the method is linear and correlation
coefficients (r) varied from 0.975 to 0.990. Trueness and precision were adequate
with recovery values within acceptable range (68-114%) and relative standard
deviation below 20%. LOQ for all pesticides was 0.01 mg/kg, except for deltamethrin
which was 0.025 mg/kg. LOD were between 0.001 and 0.015 mg/kg. The method
was applied for mushrooms commercialized in Campinas, SP, and region. Among
42 samples, 14 did not present residues of the pesticides studied and cyromazine
was not detected in any sample (>LOD). Pesticides residues were detected in 28
samples, with levels ranging from >LOD to 1.35 mg/Kg (carbendazim in

champignon).

Keywords: edible fungi; pesticides; QUEChERS; method validation; carbendazim
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INTRODUCAO

Os cogumelos séo alimentos consumidos nos paises orientais desde a
antiguidade, e seu consumo no mundo ocidental aumenta a cada ano. Atualmente,
cerca de 100 paises cultivam cogumelos e a producdo mundial cresce em média 6
a 7% ao ano (SOBHANARDAKANI, 2015). Os brasileiros estdo empregando cada
vez mais 0s cogumelos em suas refeicdes, pois a busca por uma alimentacao
saudavel estad motivando esse consumo. Os cogumelos podem ser considerados
alimentos saudaveis, pois sao ricos em proteina, fibras, carboidratos e
micronutrientes essenciais para o organismo humano. (FURLANI; GODOQY, 2007).

O cogumelo em conserva é o mais consumido nacionalmente e os produtos
chineses s@o 0s mais comercializados no Brasil. ISso ocorre porque 0s cogumelos
em conserva importados chegam as géndolas dos mercados com pre¢cos menores
em relagdo aos mesmos nacionais. Porém quando se trata de cogumelos in natura,
os chineses perdem o mercado, pois esses cogumelos sdo produtos altamente
pereciveis e isso dificulta sua importacdo. Diante desse cendrio, os produtores
nacionais estéo investindo na producgédo e comercializagcdo de cogumelos in natura
(SILVA et al, 2018).

A producéo de cogumelos no Brasil é pequena, a Associagdo Nacional dos
Produtores de Cogumelos (ANPC) estimou, em 2013, cerca de 300 produtores,
sendo sua maioria concentrada nos estados de Sao Paulo e Parana (ANPC, 2017).
Trés anos depois, 0 censo paulista de producdo de cogumelos mostrou que a
fungicultura tem se ampliado foi identificado mais de 500 produtores localizados em
93 municipios (GOMES et al., 2016). Com o crescimento desse mercado o setor da
fungicultura vem ganhando visibilidade no territério nacional e a concorréncia entre
0s produtores cresce a cada ano.

O cultivo de cogumelo é suscetivel as doencgas causadas por pragas como
moscas e fungos patogénicos que prejudicam sua producao (INAGRO, 2015). Em
alguns paises, o controle dessas pragas é feito com aplicacdo de agrotoxicos
durante a producgéo (CAO et al, 2016), porém no Brasil a ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria) nao regulamenta o seu uso em cogumelos (ANVISA, 2017),
em contrapartida agéncias internacionais como o CODEX e a Unido Europeia



contemplam limites maximos de residuos (LMR) para diversos principios ativos em
culturas de cogumelos, sdo eles: ciromazina, deltametrina, diflubenzurom,
permetrina e para os fungicidas procloraz e tiabendazol (FAO/WHO 2012).
Embora existam varios trabalhos realizados em diversos paises
demostrando a presenca de agrotdxicos em cogumelos (WIELAND et al, 2010;
CAO et al., 2016; Du et al., 2013; NOGAIM et al, 2011; POULSEN et al 2017,
GALGOWSKA & PIETRZAK-FIECKO,2017) no Brasil ndo existe estudo sobre
ocorréncia desses residuos. Os poucos trabalhos publicados se restringem a
avaliar alguns principios ativos, inclusive moléculas banidas nacional e
internacionalmente, para estimar a eficacia no cultivo (CARVALHO et al, 2014;
NAVICKIENE et al, 2007; ANDRADE; GRACIOLLI, 2005; ZIED et al, 2017).
Tendo em vista que os dados disponiveis na literatura sobre a presenca de
residuos de agrotoxicos em cogumelos cultivados no Brasil ndo estéo disponiveis
e a importancia dessas informagfes para a seguranca da populacdo, o objetivo
desse estudo foi determinar residuos de 9 agrotoxicos em cogumelos comestiveis
cultivados no Brasil. Uma metodologia para analise simultanea de agrotoxicos foi
otimizada e validada. Os dados obtidos contribuirdo para o conhecimento dos niveis
de agrotoxicos presentes e poderdo ser utilizados para averiguar se os produtores

estdo atendendo a recomendacéo da nao utilizacdo no cultivo de cogumelos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

Adaptar e validar um método analitico para identificar e quantificar
residuos de 9 agrotoxicos em cogumelos utilizando cromatografia
liguida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial (UPLC-MS/MS)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Adequar as condi¢des cromatograficas e MS/MS para identificacédo
e quantificacdo dos agrotoxicos ciromazina, carbendazim,
tiabendazol, diflubenzurom, diclorvés, malationa, tiofanato-metilico,
deltametrina e procloraz;

Estabelecer as condicdes de extracao e clean up para amostras de
cogumelos Paris, Shitake e Shimeji;

Validar a  metodologia segundo 0s  requisitos do
SANTE/11813/2017;

Verificar a ocorréncia de residuos de agrotoxicos em amostras de

cogumelos comercializados no Brasil.



CAPITULO 1 - AGROTOXICOS E COGUMELOS: UMA REVISAO

Fernanda Moralez Leme Gomes, Regina Prado Zanes Furlani
Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos, Instituto de Tecnologia de Alimentos
(ITAL), Campinas SP, Brasil

Revisdo submetida ao periédico “Brazilian Journal of Food Technology”
RESUMO

Os cogumelos podem ser considerados alimentos saudaveis, pois sao ricos em
proteina, fibras, carboidratos e micronutrientes essenciais para o organismo
humano, por essa razdo os cogumelos estdo cada vez mais presentes nos pratos
dos brasileiros. A popularizacéo da culinaria oriental também tem influenciado no
aumento do consumo no Brasil, uma vez que cogumelos séo ingredientes
largamente utilizados nessa cozinha e por consequéncia houve um aumento da
producdo. O cultivo de cogumelos estd susceptivel a atagues de pragas
causadoras de doencas que podem prejudicar o desenvolvimento desses fungos
diminuindo assim sua produtividade e a aplicacdo de agrotéxicos pode ser uma
alternativa para sanar esse problema. No Brasil ndo existe registro de agrotéxico
para ser utilizado no cultivo de cogumelos e essa lacuna na regulamentacao pode
levar ao uso indiscriminado de agrotoxicos pelos produtores. Essa revisdo discorre
sobre residuos de agrotéxicos em cogumelos e as metodologias utilizadas para sua

determinacao.

Palavras-chaves: fungos comestiveis; pesticidas; QUEChERS.

ABSTRACT

Mushrooms may be considered a healthy food, since they are rich in proteins, fibers,
carbohydrates and micronutrient essential to the human organism. For this reason,
mushrooms presence in Brazilians diet has been increasing. Popularization of

Eastern culinary has also been influencing the growth of consumption in Brazil, and



as mushrooms are ingredients widely used in this culinary, there has been an
increase in mushroom production. Cultivation of mushrooms is susceptible to the
attack of pests that causes diseases and may damage these fungi development,
consequently decreasing its productivity. The use of pesticides may be an
alternative to solve this problem. In Brazil there is no pesticide registered to be used
in mushrooms cultivation and this breach in regulation may lead to indiscriminate
use of pesticides by the producers. This revision comprises pesticides residues in

mushrooms as well as methodologies used for their determination.

Keywords: edible fungi; pesticides; QUEChERS.

1. INTRODUCAO

Os cogumelos séo alimentos consumidos nos paises orientais desde a
antiguidade, e seu consumo no mundo ocidental aumenta a cada ano. Atualmente,
cerca de 100 paises cultivam cogumelos e a producdo mundial cresce em média 6
a 7% ao ano (SOBHANARDAKANI, 2015).

Suas fungdes medicinais e seu alto valor nutricional sdo os principais
fatores que despertaram o interesse do consumidor (FURLANI; GODOY, 2007).
Apesar de serem conhecidas aproximadamente 12.000 espécies de cogumelos,
apenas 2.000 sdo comestiveis e dentre estas somente 35 séo cultivadas
comercialmente no mundo. Na Figura 1, estdo ilustradas algumas das espécies
mais cultivadas e consumidas, Agaricus bisporus (champignon de Paris), Lentinus
edodes (shiitake), Pleurotus spp (shimeji), Auricularia auricula (cogumelo orelha de
pau) e Volvariella volvacea (cogumelo palha) (SILVA; JORGE, 2011).



Cogumelo palha

Figura 1: Imagens dos cogumelos mais consumidos

A China, um dos principais exportadores de cogumelos para o Brasil,
comercializa produtos em conserva com precos menores em relagéo aos nacionais,
inserindo-se competitivamente no mercado nacional. Entretanto, os produtores
nacionais estao investindo na comercializacdo do fungo in natura, uma vez que a
China ndo exporta esse produto (SILVA et al, 2018).

O cultivo de cogumelo é suscetivel as doencas causadas por pragas como
moscas e fungos patogénicos que prejudicam sua producéo (INAGRO, 2015). Em
alguns paises, o controle dessas pragas é feito com aplicacdo de agrotéxicos
durante a produgéo (CAO et al, 2016), porém no Brasil a ANVISA (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria) nao regulamenta o seu uso em cogumelos (ANVISA, 2016),
em contrapartida agéncias internacionais como o CODEX e a Unido Europeia
contemplam limites maximos de residuos (LMR) para diversos principios ativos em
culturas de cogumelos.

A busca por alimentos saudaveis vem se tornando cada vez mais
frequente, entretanto os consumidores ndo tém a percepcado da presenca de
residuos de agrotéxicos quando adquirem alimentos nas géndolas dos mercados.
Desta maneira, o controle do uso de agrotoxicos e 0s possiveis residuos devem ser
monitorados por 6rgdos competentes. No Brasil, 0 programa de analise de residuos
de agrotoxicos em alimentos (PARA), coordenado pelo Ministério da Saude



(ANVISA), vem relatando desde seu inicio, em 2001, a utilizacdo de agrotoxicos
nao autorizados em diversas culturas. E desde sua criagdo a cultura cogumelo

nunca foi inserida no monitoramento.

1.1. Cogumelos

Cogumelos sdo macro fungos pertencentes ao reino Fungi, sao facilmente
visualizados a olho nu e contém corpos frutiferos distintos que podem se
desenvolver acima ou abaixo do solo (CHANG; MILES, 1989). O desenvolvimento
dos cogumelos depende da disponibilidade de substrato (matéria organica e
nitrogénio) presente no solo e a composi¢cao quimica do substrato pode influenciar
na qualidade nutricional do cogumelo (MANZI et al., 1999). Algumas espécies de
cogumelos vivem em simbiose (interacdo entre duas espécies sem danos) com
raizes de plantas. Sdo formadas teias espessas sobre as raizes, e desta maneira
existe uma melhor absorcdo de nutrientes provenientes das plantas pelos
cogumelos, diminuindo a concorréncia entre eles pelo nutriente contido no solo
(COSTA, 2016).

Os cogumelos séo ricos em proteinas, fibras e micronutrientes essenciais
para o organismo humano e dessa maneira é considerado um alimento saudavel.
O consumo desse alimento existe desde a antiguidade onde as civilizagdes gregas,
egipcias, romanas, chinesas ja os consumiam, tanto com a finalidade medicinal,
qguanto nutricional ou terapéutica. S&o milhares as espécies de cogumelos
conhecidas, no entanto existem as espécies comestiveis, ndo comestiveis e as
venenosas (MILES; CHANG, 2004).

Dentre as espécies comestiveis mais consumidas estdo o champignon de
Paris (Agaricus bisporus), Shitake (Lentinus edodes), Shimeji (Pleurotus ssp)
(FURLANI; GODQY, 2007; SILVA; JORGE, 2011; TIAN et al., 2016) que séo
ingredientes largamente utilizados nas culinarias oriental e italiana e que sdo muito
apreciadas pelos brasileiros.

No Brasil, o habito de se consumir cogumelos in natura ainda é baixo, pois
este esta relacionado ao aspecto cultural aliado ao alto custo desses produtos
(FIGUEIREDO, 2015). A média per capta de consumo no Brasil é de 30g por ano,
em contrapartida, franceses e italianos consomem 2,0 e 1,3 kg/ano/pessoa,

respectivamente (MENDONCGCA et. al., 2005). Mas esse cenério esta mudando, pois



a popularizacdo da culinaria oriental tem incentivado o aumento do consumo de
cogumelos. A ABRESI (Associagédo Brasileira de Gastronomia Hospedagem e
Turismo) registrou um crescimento de estabelecimentos que oferecem pratos
tipicos orientais e dados de 2014 indicam que, na cidade de Sao Paulo, existem
mais restaurantes orientais do que churrascarias (ABRESI, 2017).

O crescimento da produgcdo mundial de cogumelos tem aumentado
significativamente e segundo a FAO, em 2017 estimou-se uma producdo de
aproximadamente 18 milhdes de toneladas, mais de 150% da producéo de 2010
que foi cerca de 7 milhdes de toneladas. Os maiores produtores sao a China, Italia,
Estados Unidos, Holanda e Polonia (FAOSTAT data, 2019).

Apesar de o Brasil possuir clima, solo e diversidade de residuos agricolas
favoraveis para o cultivo de cogumelos, no pais ndo existem muitos produtores.
Em 2013, a Associacédo Nacional dos Produtores de Cogumelos (ANPC) estimou
cerca de 300 produtores, sendo sua maioria concentrada nos estados de Sé&o
Paulo e Parana (ANPC, 2017). JA em 2016, o censo paulista de producédo de
cogumelos mostra que a fungicultura no estado esta em franca expansao, com
mais de 500 produtores localizados em 93 municipios no estado (GOMES et al.
2016).

O cultivo do cogumelo comeca com a obtencdo do indculo, esse
procedimento consiste na reproducdo sexuada ou assexuada do cogumelo,
resultando na formacdo de micélios. Essa etapa deve ser realizada em
laboratérios com ambientes controlados. Na reproducdo sexuada, os basidios
(microestrutura presente no cogumelo adulto) produzem hifas (filamentos) que
se multiplicam formando os micélios primarios. No momento em que as hifas
com cargas genéticas diferentes presente no micélio se encontram, ocorre a
formacdo de miceélios secundarios. Essa estrutura composta de dois esporos
com nucleos diferentes formardo um cogumelo novo através da multiplicacao e
ramificacdo dos esporos presentes. A reproducdo assexuada, conhecida como
vegetativa, se da com a retirada de um fragmento do cogumelo adulto seguido
da sua incubacdo em meio de cultura, desta maneira ocorre a multiplicacdo das
células formando um micélio. A partir dos micélios ocorre a multiplicacdo e

ramificacdo conforme a reproducéo sexuada. (URBEN, 2004).
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A Figura 2 representa 0S processos que ocorrem durante o

desenvolvimento do cogumelo.
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Figura 2: Ciclo de vida dos cogumelos (ROSA, 2007).

Durante a producéo de cogumelos sao realizados diferentes procedimentos
nas etapas do seu ciclo de vida. Apés a producao do inéculo (micélio primario),
ocorre a inoculacéo e incubacéo, etapa que consiste na insercdo do inéculo em um
substrato previamente preparado. Nessa etapa os micélios terdo acesso a carbono,
nitrogénio, fésforo, agua e outros nutrientes presentes no substrato os quais séo
essenciais para o seu crescimento. Os substratos podem ser obtidos em condi¢cbes
natural ou estéril onde a primeira ndo sofre nenhum tratamento asséptico. Em
contrapartida, o substrato estéril € tratado para ndo haver contaminacfes com
organismos vivos que podem concorrer com o indculo na absor¢do dos nutrientes,
aumentando assim a produtividade do cultivo (EIRA, 2000). Graos de cereais como
trigo, sorgo, arroz, milho sédo os substratos mais utilizados sendo que a escolha do
substrato e os processos aplicados estao relacionados a espécie de cogumelo que
sera cultivada. (URBEN, 2004).

A incubacao dos indculos é realizada manualmente e o periodo para o
desenvolvimento dos micélios varia com a composicao do substrato e a espécie do
cogumelo. O micélio desenvolvido € notado com o aparecimento de uma teia
branca, nessa etapa é feita a cobertura do substrato com o solo. A finalidade dessa
etapa é controlar a hidratacdo do substrato, prevenindo a perda de agua por
evaporacao e controlando-a durante a irrigacdo, oferecer suporte para a

sustentacao dos basidiocarpos (estrutura presente no cogumelo adulto) e contribuir
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com o aporte de nutrientes. Nestas condi¢des ocorre a frutificagdo do cogumelo, ou
seja, a formacgao do cogumelo adulto. (EIRA, 2000).

1.2. Agrotoéxicos

Agrotoxicos, pesticidas, defensivos agricolas, remédio de plantas, veneno
sdo denominacdes para se referir a substancias quimicas utilizadas para prevenir,
combater ou controlar uma praga (PERES et al, 2003). No Brasil o termo agrotoxico
€ definido no Decreto n° 4.074, de 4 de janeiro de 2002, que regulamentou a Lei n°®
7.802/1989.

“Agrotoxicos sdo os produtos e 0s agentes de processos fisicos, quimicos

ou biolégicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento dos produtos agricolas, nas pastagens, na protecao de florestas,
nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicéo da flora
ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos”

(Lei Federal 7.802 de 11.07.89).

Desde a metade do século XX os agrotoxicos tém sido amplamente
utilizados, sendo que atualmente é empregado na agricultura um nimero cada vez
maior de agrotoxicos, pertencentes a mais de 100 classes. A sua utilizagdo é uma
pratica importante na protecdo das culturas e dos produtos agricolas e, também,
para a melhoria de algumas técnicas que visam a producdo. No entanto, 0 uso
desses produtos, especialmente se utilizados de forma inadequada ou incorreta,
pode trazer danos ou riscos para as préprias culturas, para o homem e animais e
para o ambiente em geral.

A producéo de agrotoxicos no Brasil iniciou-se na década de 1940 com os
principios ativos BHC, parationa e DDT que foram fabricados respectivamente
pelas empresas Eletroguimica Fluminense, Rhodia e pelo exército do Rio de
Janeiro. Entretanto esse comércio ganhou for¢ca nos anos 1970 com a criagdo do
Programa Nacional de Defensivos Agricolas, pois a economia agricola no Brasil

estava em ascensdo e o consumo dos agrotdxicos era maior do que o produzido
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nacionalmente, desta forma o programa atuou na organiza¢do das industrias
produtoras (TERRA, 2008).

Desde entdo, o consumo de agrotdxicos nas lavouras brasileiras vem
crescendo e atualmente esta entre os maiores do mundo. O SINDAG (Sindicato
Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola) estimou que em 2011 8,5
bilhdes de dolares em agrotoxicos foram consumidos pelas lavouras brasileiras.
Segundo o IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), as culturas de soja,
milho, cana-de-acucar, feijao, arroz, trigo e café estdo entre as maiores
consumidoras de defensivos agricolas, totalizando 83% do consumo nacional
(CONSEA, 2014).

Devido a toxicidade dos agrotoxicos e com o0 proposito de manter a
seguranca dos alimentos, muitos paises estabelecem limites maximos de residuos
(LMR) para essas substancias (LESUEUR et al, 2008). No Brasil os ingredientes
ativos registrados tém seus limites para as diversas culturas estabelecidos e
monitorados pelos ministérios da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
com o Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) e da
Saude, através da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), por meio do
Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA).
Internacionalmente, o Codex Alimentarius, com o objetivo de proteger o consumidor
e garantir praticas justas no comércio, também estabelece limites maximos para
residuos de agrotoxicos em determinados alimentos ou grupos de alimentos.
Particularmente para cogumelos, o Codex estabelece Limite Maximo de Residuos
(LMR) para os seguintes compostos: ciromazina, deltametrina, diflubenzurom,
permetrina, procloraz e tiabendazole (FAO/WHO, 2012). Embora no Brasil existam
mais de 500 principios ativos regulamentados para uso em diversas culturas para

o cultivo de cogumelos néo existe agrotoxico registrado (ANVISA, 2017).

1.3. Residuos de agrotéxicos em cogumelos

Durante a producao do cogumelo a contaminagé&o por fungos competidores
e 0 ataque de insetos sdo grandes desafios para os produtores, pois a cultura é
suscetivel a uma série de pragas e doencas que podem causar sérias perdas na
producdo, e 0 manejo dessas pragas nem sempre é realizado dentro de boas
praticas de producédo (SHAMSHAD, 2010; TIAN et al., 2016). As moscas Lycoriella
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mali e Megaselia halterata e os fungos Trichoderma mycelium e Verticillium sao
pragas frequentemente presentes no cultivo de cogumelos, e assim como os fungos
presentes nas toras de eucaliptos para o cultivo do shitake, afetam a producéo e
devem ser controlados evitando perdas nos cultivos (ANDRADE, 2005; COLES et
al, 2002; DHOORIA, 2016). A Figura 3 ilustra as pragas citadas.

Megaselia halterata Trichoderma mycelium

Figura 3: Imagens das pragas que atacam o cultivo de cogumelos

Existem relatos na literatura em que os autores mencionam que produtores
lancam mao de agrotéxicos para o controle de insetos e fungos competitivos na
cultura de cogumelos (TIAN et al, 2016; DU et al, 2014; MENDONCA et al, 2005;
KASUYA et al, 2004; ZORZENON, 2000) e em varios paises a utilizacdo dessas
substancias nesse cultivo tem sido avaliada desde a década de 1950 (SHAMSHAD,
2010).

Além da utilizacdo de agrotoxicos durante o cultivo das plantas, a
contaminacdo ambiental também pode influenciar nos niveis de residuos de
agrotoxicos nos alimentos. Culturas que sao expostas a agua e solo que contenham
agrotoxicos ou metais pesados, podem absorver esses compostos, levando a
contaminacao dos produtos (NOGAIM et al., 2011).

A maioria dos residuos agricolas gerados no Brasil € derivada das
producdes de cana-de-acucar, laranja, milho, soja entre outras culturas que sao
exportadas pelo pais. Esses residuos sao ricos em agua, carbono e nitrogénio,
podendo ser utilizados como substrato no cultivo de cogumelos (SILVA, 2016). O

bagaco de cana-de-acucar tem sido largamente utilizado como substrato ou
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camada de cobertura no cultivo de cogumelos, e a aplicacdo de defensivos na
lavoura de cana pode gerar bagaco contaminado com residuos de agrotdxicos.

A preocupacdo mundial com a seguranca alimentar em relacdo aos
residuos de agrotoxicos em alimentos sempre despertou 0 interesse para
investigacOes da qualidade dos produtos comercialmente disponiveis. No Brasil, a
presenca desses residuos em diferentes culturas agricolas tem sido amplamente
estudada (FERREIRA et al. 2015; ANDRADE et al, 2011; FURLANI et al, 2011,
CISCATO et al, 2009; JARDIM; CALDAS, 2012) e a adocao de regulamentacdes
cada vez mais rigidas em relacdo aos limites maximos de residuos tem sido uma
constante.

Embora existam relatos na literatura em que os autores mencionam que
produtores lancam mao de agrotoxicos para 0 controle de insetos e fungos
competitivos no cultivo de cogumelos (TIAN et al, 2016; DU et al, 2014,
MENDONCA et al, 2005; KASUYA et al, 2004; ZORZENON, 2000), nenhum estudo
sobre possiveis residuos em cogumelos foi encontrado na literatura nacional. Os
estudos realizados no Brasil se limitam a estimar a eficacia no cultivo quando se
utiliza agrotoxicos, inclusive avaliando moléculas banidas nacional e
internacionalmente (CARVALHO et al, 2014; NAVICKIENE et al, 2007; ANDRADE;
GRACIOLLI, 2005; ZIED et al, 2017) e essa literatura pode induzir o produtor a
utilizar erroneamente produtos ndo autorizados.

Estudos realizados em outros paises também relacionam o uso de
agrotoxicos com a produtividade e o decaimento dos niveis apds a aplicacdo no
cultivo de cogumelos (NAVARRO, 2017; LIU et al, 2016; DU et al, 2017; DU et al,
2018).

Enguanto no Brasil ndo existem dados de monitoramento de agrotoxicos
em cogumelos, varios trabalhos realizados em outros paises reportam a presenca
desses residuos nesse alimento.

Na Alemanha, o Chemical and Veterinary Investigatory Office (CVUA), faz
um controle rigido dos residuos de agrotéxicos e outros contaminantes em
alimentos e apos encontrarem quantidades significativas do repelente de insetos
DEET (N, N-dimetil-meta-toluamida) nas espécies de cogumelos chanterelle e
boletus, houve uma intensificagdo no monitoramento desses compostos em

cogumelos. Em 2009, 55 cogumelos coletados em supermercados foram
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analisados para 550 principios ativos e foram detectados residuos de agrotoxicos
em 46 delas, 25 continham mais de um principio ativo e 23 amostras excederam
ao limite maximo permitido pelo pais (WIELAND et all, 2010). Anualmente na China
€ realizado o monitoramento de risco dos residuos de agrotéxicos em amostras
comerciais de cogumelos e os residuos de maior incidéncia séo os das classes dos
piretréides e dos organofosforados (CAO et al., 2016). Em outro trabalho, também
realizado na China, o inseticida piriproxifem foi encontrado em amostras de shiitake
em concentracdes que variaram de 0,001 a 0,15 mg/kg (DU et al., 2013). No Egito,
em um estudo sobre contaminantes quimicos em cogumelos, foram pesquisados
agrotoxicos organofosforados e organoclorados e em 40 amostras analisadas
foram detectados malationa, lindano, tiometona e p,p’- DDT em niveis que,
segundo os autores, estavam em acordo com o0s limites maximos permitidos
(NOGAIM et al, 2011).

No programa de monitoramento realizado na Dinamarca entre 2004 e 2011,
8% das amostras de cogumelos analisadas apresentaram presenca de mais de um
agrotoxico (POULSEN et al 2017).

Na Polbnia, um estudo evidenciou a presenca dos organoclorados DDT,
DDE, DDD e y-HCH em 45 amostras de 3 diferentes espécies de cogumelos
selvagens, demonstrando que os cogumelos podem ser potenciais biomarcadores
de contaminagcdo ambiental. Os niveis encontrados ndo foram altos e os autores
concluiram que o consumo desses cogumelos provavelmente ndo representa uma
ameaca ao consumidor. (GALGOWSKA; PIETRZAK-FIECKO, 2017).

1.4. Metodologia Analitica para andlise de agrotéxicos

Os métodos utilizados para se analisar agrotéxicos podem ser classificados
em dois grupos: os chamados métodos especificos, onde se determina um Unico
residuo ou seu principal metabdlito e os métodos multirresiduos, que sao capazes
de analisar simultaneamente mais de um agrotoxico. Devido ao grande numero de
moléculas existentes, os métodos que apresentam o melhor custo/beneficio sdo os
multirresiduos. Como os residuos de agrotdéxicos, mesmo que em pequenas
concentracbes, podem ser tOxicos e causar danos a saude humana, as

metodologias analiticas para sua determinacdo e quantificacdo em alimentos
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devem ter alta sensibilidade para detectd-los em baixos niveis. Desta maneira, a
presenca de residuos de agrotoxicos em alimentos tem sido uma preocupacao
mundial e seu monitoramento em diversas matrizes tem sido realizado desde a
década de 1960 (ANASTASSIADES et al, 2003).

O método de Mills, desenvolvido em 1960 para extracdo de
organoclorados, foi o pioneiro para analises de multirresiduos (MILLS et al, 1963).
Na década seguinte, a utilizacdo de organofosforados e organonitrogenados nas
lavouras motivou o desenvolvimento de métodos para determinacdo desses
compostos (LUKE et al, 1975; BECKER, 1971). Na década de 1980, devido ao
crescimento da conscientizacao pela preservacédo do meio ambiente, a comunidade
cientifica priorizou o desenvolvimento de novos métodos com finalidade de eliminar
0 uso de solventes clorados devido a sua alta toxicidade. Nos anos 90 houve a
busca pela redugéo do uso de outros solventes e culminou com o desenvolvimento
das técnicas de extracdo em fluido supercritico (SFE), dispersao em matriz de fase-
sélida (MSPD), microextracdo em fase-sélida (SPME) entre outras. Apesar dos
avancos dos métodos multirresiduos, caracteristicas como a facilidade de extracao
de vérias classes de agrotoxicos, recuperacfes aceitaveis de varios compostos
ainda eram um grande desafio (ANASTASSIADES et al, 2003).

Em 2003, uma técnica de extracdo e limpeza muito simples e eficaz foi
introduzida para andlise multirresiduos de agrotéxicos (ANASTASSIADES et al,
2003). Essa técnica é conhecida como QUEChERS (do inglés Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged and Safe) e oferece diversas vantagens sobre os métodos
tradicionais de analise, pois apresenta recuperacdes elevadas para um grande
namero de compostos de diversas polaridades, ndo emprega grandes volumes de
solventes, ndo utiliza solventes clorados e praticamente nao utiliza vidrarias
(LEHOTAY et al, 2005a). Os extratos obtidos podem ser analisados por
cromatografia liquida ou por cromatografia gasosa, com a utilizacdo de detectores
diversos. Esse método envolve a extragdo com acetonitrila, seguida de uma
particdo liquido-liquido, apds a adi¢do de sulfato de magnésio e cloreto de sédio,
gue removem significativamente interferentes polares da matriz. Uma etapa de
“clean-up” com adigcao de sorvente PSA (primary-secondary amine) é realizada.
Essa técnica, com ou sem variacfes, tem sido utilizada para determinacdo de

residuos em diversas matrizes, tais como frutas e vegetais, 6leos e gorduras e
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alimentos com alto teor de agucar (FURLANI et al, 2011; LOOSER et al, 2006;
NGUYEN et al, 2007; NGUYEN et al, 2008; LESUEUR et al, 2008; LEHOTAY et al
2005a, LEHOTAY et al, 2005b; HUSKOVA et al, 2008; ANASTASSIADES et al,
2003; MEZCUA et al, 2009; CAO et al, 2016).

O método QUEChERS original foi modificado em 2005, com a introducgéo
de tampdo de acetato, e houve uma melhor recuperacdo dos analitos que
dependem do pH e assim o escopo dos principios ativos e matrizes foram
ampliados. (LEHOTAY et al, 2005a). Este método foi adotado em 2007 como
meétodo oficial da Association of Official Analytical Chemists AOAC 2007.01 para a
determinacao de residuos de pesticidas em alimentos.

Em 2007 a metodologia QUEChERS foi modificada com adicéo de tampéao
citrato (ANASTASSIADES et al, 2007) e em 2008 foi implantada como norma
europeia (PN-EN 15662:2008).

Embora o método QUEChERS seja mais utilizado em analises de residuos
de agrotoxicos, sua versatilidade permite 0 seu emprego em extracado de outras
classes de compostos tais como HPAs (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos),
micotoxinas e drogas veterinarias (SADOWSKA-ROCIEK et al., 2014,
STUBBINGS; BIGWOOD,2009; SOSPEDRA et al, 2010; TFOUNI et al, 2018;
FURLANI et al, 2015).

Para andlise de residuos de agrotoxicos em cogumelos varios métodos
multirresiduos tém sido propostos. A cromatografia a gas ou a liquido acopladas a
espectrometria de massas tem sido as técnicas mais empregadas (NAN et al, 2015;
CHANG et al, 2014; DU et al, 2013; CAO et al, 2016;). A metodologia QUEChERS
de preparo de amostra, com ou sem modificacfes, tem sido a mais utilizada (DU et
al, 2014; CAO et al, 2016; CENGIZ et al, 2014; TIAN et al 2016).

2. CONCLUSAO

A utilizagdo de agrotoxicos na fungicultura é uma pratica em diversos
paises. No Brasil, a grande variedade de principios ativos, a falta de legislacdo e
de fiscalizacdo pode favorecer a utilizagdo desses produtos no cultivo dos
cogumelos. Desta maneira, métodos analiticos para determinacdo de agrotoxicos
em cogumelos devem ser eficientes para que 0s compostos sejam detectados em

baixas concentracdes e também devem atender aos requisitos da quimica verde,
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com a utilizacdo de pequenos volumes de reagentes quimicos. O método
QUECHhERS é, sem duvida, a técnica mais utilizada de extracéo e limpeza para
analise de agrotoxicos em alimentos, representando assim o estado da arte na

determinacao multirresiduo.
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ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS SEQUENCIAL
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O artigo sera submetido a revista Food Control

ABSTRACT

Cultivation of mushrooms is susceptible to pests and diseases, causing
losses to the producer, and the use of pesticides may be an option to solve these
problems. In Brazil, the use of pesticides in mushroom cultivation is not regulated
by the authorities and there is no MRL established for this culture. Although
pesticides may control pests and diseases, their indiscriminate use may lead to the
presence of residues in levels above the ones considered safe worldwide. In this
manner, the objective of the present study was to validate an analytical method to
analyze 9 pesticides residues (cyromazine, carbendazim, deltamethrin, malathion,
diflubenzuron, thiophanate methyl, thiabendazole, prochloraz e dichlorvos) in
mushrooms and evaluate the presence of these compounds in samples
commercially available. Method involving QUEChERS (quick, easy, cheap,
effective, rugged and safe) sample preparation followed by separation by ultra-
performance liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometric
detector (UPLC-QgQ-MS/MS) was used and validated for the following parameters:
linearity, precision, trueness, repetibility, matrix effect and limits of detection (LOD)
and quantification (LOQ). Method presented good linearity and recoveries obtained
for 3 spiking levels were between 68 and 114% with relative standard deviations <
20%. LOQ was established by the lowest spiking level and was 0.025 mg/kg for
deltamethrin and 0.01mg/kg for the remaining pesticides. In order to monitor the

levels of these pesticides in mushrooms commercialized in the city of Campinas,
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SP, 42 samples were collected in supermarkets and analyzed for their presence.
Although levels detected were low, samples analyzed are in disagreement with
Brazilian regulation, which does not authorize the use of pesticides in mushrooms.

Keywords: edible fungi; pesticides; QUEChERS; method validation; carbendazim
RESUMO

O cultivo de cogumelos € suscetivel a pragas e doencas o que pode
ocasionar prejuizos ao produtor. A utilizacdo de agrotoxicos pode ser uma opcao
para sanar esses problemas. Entretanto, no Brasil a utilizacdo de agrotoxicos no
cultivo de cogumelos ndo é regulamentada pelas autoridades e ndo existe limites
méaximos de residuos (LMR) para essa cultura. Embora os agrotoxicos possam
controlar pragas e doencas, a sua utilizacdo indiscriminada pode resultar na
presenca de residuos em niveis maiores que os limites seguros preconizados
mundialmente. Dessa maneira, 0 objetivo deste trabalho foi validar uma
metodologia analitica para determinar residuos de 9 agrotoxicos (carbendazim,
diclorvés, diflubenzurom, tiofanato metilico, malationa, procloraz, deltametrina,
ciromazina e tiabendazol) em cogumelos e verificar a ocorréncia desses principios
ativos em amostras comercialmente disponiveis em Campinas, SP. O método de
preparo de amostra QUEChERS combinado com UPLC acoplado a espectrometria
de massas sequencial (UPLC- QgqQ- MS/MS) foi validado incluindo os seguintes
parametros: linearidade, precisao, exatidao, repetitividade, efeito de matriz e limites
de deteccao (LOD) e quantificacdo (LOQ). O método apresentou-se linear e os
coeficientes de correlagao (r) variaram entre 0,975 e 0,990 para a faixa de trabalho
0,010 a 0,125ug/mL. As recuperacdes obtidas para 3 niveis de fortificacdo foram
entre 68 e 114% com desvios padréo relativos < 20%. Os LOQ foram de 0,025
mg/kg para deltametrina e 0,010 mg/kg para os demais agrotoxicos. O método
validado foi aplicado para 42 amostras cogumelos comercializados na cidade de
Campinas, Séo Paulo, cujos niveis detectados foram entre >LOD e 1,35 mg/kg.
Embora os niveis encontrados sejam baixos, as amostras analisadas estdo em
desacordo com a regulamentagcdo brasileira que ndo autoriza aplicagdo de
agrotoxicos em cogumelos.

Palavras chave: cogumelos; pesticidas; QUEChERS; validacdo de metodologia;

carbendazim

31



1. INTRODUCAO

A agricultura é muito importante para a economia no Brasil e a alta
produtividade das lavouras é essencial para o crescimento econdémico. A utilizacao
de agrotoxicos € uma pratica comum no pais e a sua acao eficiente contra pragas
que atacam as lavouras e a facilidade para a aquisicdo no comércio brasileiro
favorece o consumo desses produtos. Dados da bibliografia nacional indicam que
a utilizacdo de agrotéxico no pais tem um crescimento consideravel a cada ano,
mantendo o Brasil em primeiro lugar no ranking de consumo desde 2008. (Rigotto;
Rocha, 2014; Gurgel et. al, 2017).

No entanto, o uso desses produtos, especialmente se utilizados de forma
inadequada ou incorreta, pode trazer danos ou riscos para as préprias culturas,
para os homens e animais e também para o meio ambiente. Devido a toxicidade
dos agrotoxicos e com o propdsito de manter a seguranca dos alimentos, muitos
paises estabelecem limites maximos de residuos (LMR) para essas substancias
(Lesueur et al, 2008). No Brasil os ingredientes ativos registrados tém seus limites
para as diversas culturas estabelecidos e monitorados pelos ministérios da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) com o Plano Nacional de Controle
de Residuos e Contaminantes (PNCRC) e da Saude (MS), através da ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), por meio do Programa de Analise de
Residuos de Agrotdoxicos em Alimentos (PARA). Internacionalmente, o Codex
Alimentarius, com o objetivo de proteger o consumidor e garantir praticas justas no
comércio, também estabelece limites maximos para residuos de agrotoxicos em
determinados alimentos ou grupos de alimentos.

Os cogumelos sédo alimentos consumidos nos paises orientais desde a
antiguidade, e seu consumo no mundo ocidental aumenta a cada ano. Suas
funcdes medicinais e seu alto valor nutricional sdo os fatores principais que
despertaram o interesse do consumidor (Furlani: Godoy, 2007). Atualmente os
cogumelos tém sido utilizados tanto por sua importancia gastronédmica, conferindo
sabor e aroma, quanto pelo seu valor medicinal (Furlani: Godoy, 2008).
Aproximadamente 100 paises cultivam cogumelos comercialmente e a producéo

mundial cresce em média 6 a 7% ao ano. A FAO (Food and Agriculture
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Organization) estimou que no ano de 2015 a producédo mundial foi de 3,5 milhdes
de toneladas (Sobhanardakani, 2015).

A producao de cogumelos no Brasil € pequena e, apesar de o pais possuir
uma diversidade de residuos agricolas favoraveis para o cultivo e 0 setor esteja em
expansdo, o numero de produtores é pequeno. A Associacdo Nacional dos
Produtores de Cogumelos (ANPC) estimou, em 2013, cerca de 300 produtores,
sendo sua maioria concentrada nos estados de Séao Paulo e Parana (ANPC,2017).
Trés anos depois, 0 censo paulista de producdo de cogumelos mostrou que a
fungicultura tem se ampliado e mais de 500 produtores foram identificados em 93
municipios no estado (Gomes et al. 2016).

Limites maximos de residuos (LMR) de agrotéxicos em cogumelos tem sido
estabelecido em paises da Comunidade Europeia, EUA, Japao e China (Chang et
al, 2014). O Codex Alimentarius recomenda LMR em cogumelo para os inseticidas
ciromazina, deltametrina, diflubenzurom, permetrina e para os fungicidas procloraz
e tiabendazol (FAO/WHO, 2012).

Embora existam varios trabalhos realizados em diversos paises
demostrando a presenca de agrotoxicos em cogumelos (Wieland et al, 2010; CAO
et al., 2016; Du et al., 2018; Nogaim et al, 2011; Poulsen et al 2017; Galgowska &
Pietrzak-Fiecko,2017) no Brasil ndo existe estudo sobre ocorréncia desses
residuos. Os poucos trabalhos publicados se restringem a avaliar alguns principios
ativos, inclusive moléculas banidas nacional e internacionalmente, para estimar a
eficacia no cultivo (Carvalho et al, 2014; Navickiene et al, 2007; Andrade; Graciolli,
2005; Zied et al, 2017) e essa literatura pode induzir o produtor a utilizar
erroneamente produtos ndo autorizados.

Em contato com profissionais da area de fungicultura do Estado de Séao
Paulo obtivemos informacdes de quais agrotoxicos estao sendo utilizados durante
a producdo de cogumelos. Além disso, em testes preliminares realizados no
Laboratorio de Residuos e Contaminantes do ITAL, foi verificada a ocorréncia de
residuo de diflubenzurom em uma amostra de champignon de Paris adquirida no
comeércio local (dados néo publicados), sendo que a utilizacdo desse composto nédo
€ permitida para a producéao de cogumelos conforme legislacdo nacional (ANVISA,
2017).
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Tendo em vista a escassez de dados na literatura sobre a ocorréncia de
residuos de agrotdéxicos em cogumelos cultivados no Brasil e a importancia dessas
informacdes para a seguranca da populacéo, o objetivo deste estudo foi validar um
método analitico baseado em Quechers-UPLC-QqQ-MS/MS para determinar
residuos de 9 agrotoxicos em cogumelos comestiveis cultivados no Brasil. Os
dados obtidos permitirdo averiguar se 0os produtores nacionais estao atendendo a
recomendacdo da nao utilizacdo de agrotéxicos no cultivo de cogumelos e o

conhecimento dos niveis presentes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras

Cogumelos in natura, de diferentes datas de colheita e produtores distintos,
foram adquiridos em supermercados de Campinas, estado de Sao Paulo na regido
sudeste do Brasil, entre fevereiro e agosto de 2018. Um total de 42 amostras das
espécies Agaricus bisporus (champignon de paris) (18), Lentinula edodes (shitake)
(11) e Pleurotus ostreatus (shimeji) (13) foram coletadas e mantidas a -20°C até o
momento das analises.

O método foi validado utilizando-se cogumelos das 3 espécies estudadas,
recém-colhidos e cultivados sem o0 uso de agrotéxicos. Os cogumelos livres de
agrotoxicos, (amostras branco) foram liofilizados por 53 horas a -55°C com pressao
de 10! a 102 mbar, triturados e armazenados em freezer a -20°C até o momento
das andlises, o processo de liofilizacao foi aplicado apenas nas amostras branco
que foram utilizadas para a validacdo. O cogumelo contém alto teor de enzimas e
agua o que o torna um alimento altamente perecivel. A utilizacdo de amostras
liofilizadas permitiu a n&o deterioragdo das mesmas durante o processo de
validagéo, evitando assim possiveis interferéncias de compostos que poderiam ser
formados pela degradacdo do cogumelo durante as analises de validacdo. As
amostras comerciais nao foram liofilizadas, pois a homogeneizacdo e a extracao
ocorreram no mesmo momento, de maneira que ndao houve tempo habil para a

degradacgéo do cogumelo. Na Figura 4 estao apresentadas as amostras branco.
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Figura 4: Imagens das amostras branco utilizadas para validagéo.

2.2. Padrdes e Reagentes

Os padrées de diflubenzurom, diclorvés, tiabendazol, malationa, tiofanato-
metilico, deltametrina e procloraz, ciromazina e carbendazim foram adquiridos de
Sigma-Aldrich e Dr. Ehrenstorfer GmbH e Chem Service, todos com pureza
superior a 95%. A escolha dos principios ativos estudados nesse trabalho foi
baseada na lista do Codex Alimentarius que estabelece Limite Maximo de Residuo
(LMR) para cinco dos agrotoxicos selecionados (diflubenzurom, deltametrina,
ciromazina, procloraz e tiabendazol) (FAO/WHO, 2012) e também em informacdes
obtidas de profissionais da fungicultura.

As solucbes estoque dos padrdoes foram preparadas em metanol na
concentracdo de 1000 ug.mL! levando-se em consideracdo a pureza. A partir das
solugdes estoque foram preparadas solugbes de trabalho, em metanol nas
concentragées de 0,01; 0,025; 0,05; 0,075; 0,1 e 0,125 ug.mL* para os nove
compostos.

Os solventes organicos utilizados nesse trabalho foram grau HPLC e
adquiridos de J.T. Baker, EUA. Foram utilizados NaCl grau analitico (Merck,
Alemanha) e 0 MgSO4 anidro, pureza > 98% (Synth, Brasil). O MgSOa4 foi aquecido
em um forno de mufla por 5h a 500°C para remocéo de ftalatos e umidade. O
sorvente PSA (amina primaria secundaria) (40 um de granulometria) foi obtido de

Varian®.
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2.3. Metodologia para determinacdo dos agrotoxicos

2.3.1. Condigdes cromatograficas

Foi utilizado um cromatografo a liquido de alta eficiéncia, Waters® USA,
modelo ACQUITY equipado com sistema de bombeamento quaternario, injetor
automatico e acoplado a um espectrometro de massas tipo triplo quadrupolo com
fonte de ionizacdo por eletrospray (UPLC-ESI-MS/MS) modelo Xevo® TQD. O
sistema de separacao e deteccao foi controlado pelo software MassLynx 4.1 para
a aquisicao e tratamento de dados. A coluna analitica utilizada para a separacéo
dos agrotéxicos foi de fase estacionaria reversa Acquity UPLC®BEH
(ethylenebridgedhybrid) C-18 (100 mm x 2,1 mm, 1,7 uym) da marca Waters®. A
coluna foi mantida em temperatura de 30°C e o volume de injecao foi de 10 uL.

A fase movel utilizada foi agua deionizada (MiliQ) (fase A) e metanol (fase
B) ambas contendo 0,1% acido formico com fluxo de 0,3ml/min. O gradiente iniciou-
se com 90% da Fase A e decresceu para 10% em 5 minutos, permanecendo por 2
min. O sistema retornou a condicdo inicial reestabelecendo-se por 2,5 minutos,
sendo o tempo de corrida total de 10 minutos (OSHITA; JARDIM, 2014).

2.3.2. Aquisicao dos ions e condi¢cdes do espectrometro de massas

Foram selecionados dois ions produto para cada composto: um para
identificacdo e outro para quantificacdo (SANTE, 2017). A escolha foi realizada
com base na literatura (CHANG et al, 2014; CAO et al,2016) e nos dados
disponiveis na base de dados Quanpedia DatabaseTM. O analisador de
massa/carga (m/z) foi operado em SRM (monitoramento de reacfes selecionadas)
com ionizacdo por electrospray em modo positivo para todos os compostos. A
energia no capilar do electrospray foi de 2,06 kV. O géas utlizado para
dessolvatacéo foi nitrogénio a 200 °C com fluxo de 500 Lh! e foi empregado argonio
como gas de colisdo com fluxo de 5 Lh2,

Os ions precursores e fragmentos selecionados bem como os parametros

de operacdo do espectrdmetro de massas estao apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Tempos de retencdo (tr), transicdes do monitoramento de reacdes
selecionadas (SRM), energias de colisdo (ECol) e do cone (EC) para cada
transicao, e estruturas moleculares dos agrotéxicos estudados.

lon fon produto 1 EC/ fon produto 2
Composto Estrutura tr  precursor (quantificagdo) ECol (confirmacgao) EC/ ECol
molecular V)
(m/z) (m/z) V) (m/z)
X
Ciromazina gy 0,41 166,2 60,2 38 19 108,1 38 19
D—g"‘n By
Carbendazim C(;'nx“' 0,46 191,2 132,1 33 18 160,1 33 28
Tiabendazol O:}l:; 0,45 201,3 175,0 51 30 131,0 51 25
L]
Diflubenzurom Crlaxaon 3,23 310,7 158,0 32 8 141,0 32 8
L]
Diclorvés o‘f::do 1,18 221 109,0 34 34 79,0 34 22
-CHy

.-:-oo\
Malationa ooy 256 330,4 127,0 20 24 99,0 20 12

Tiofanato- wl'lm

Metilico O:I:‘.,. 1,2 3424 151,0 28 46 93,0 28 22
. P & o
Deltametrina ‘."-.'0‘0 5,29 505,2 93,2 23 46 280,9 23 12
[
Procloraz _‘.:';,V:Ii 3,2 376,7 70,1 22 34 307,1 22 16

m/z: massa/carga; V: voltagem.

2.3.3. Preparo da amostra utilizando QUEChERS

O método QUEChERS para extracdo e limpeza dos compostos foi a
descrita por Anastassiades et al (2003). Para a extracao 10 g de amostra in natura
(amostra comercial) ou 1 g de amostra liofilizada (amostra branco) foram
adicionadas em tubos de polietileno. Nas amostras liofilizadas 10 mL de agua
deionizada foram adicionados para garantir o efeito “salting out”. Foi realizada
analise de umidade das amostras de cogumelos branco in natura e obteve-se um
valor maior que 95% para as trés espécies, portanto a adicdo de 10mL de agua
apos a liofilizacdo garantiu que as amostras liofilizadas apresentassem 0 mesmo
conteudo de agua da amostra in natura. Ao tubo adicionou-se entdo 10 mL de
acetonitrila e agitou-se manualmente por 30 segundos em seguida acrescentou-se
4 g de MgSOs anidro e 1 g de NacCl, agitou-se em vortex por 1 minuto e centrifugou-
se por 3 minutos a 4500 rpm. Uma aliquota de 4 mL do sobrenadante foi transferida

para um tubo de centrifuga de 15 mL contendo 100mg de PSA e 300mg de MgSOa
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anidro. O tubo foi entdo agitado em vortex por 1minuto e centrifugado por 3 minutos
a 4500 rpm. Do sobrenadante obtido, 1 mL foi retirado, transferido para tubo de
vidro e evaporados até secura sob fluxo de nitrogénio. O extrato foi ressuspendido
em 1 mL de metanol 1% Acido Férmico, filtrado em membrana Millex® com poros
de 0,22 um para injecdo em cromatografo. O fluxograma da etapa de extracéo e

limpeza esta apresentado na Figura 5.

Amostras Fortificadas
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4 mL sobrenadante
(ACH)

100mg PSA +
300mg Mg5S0s
Agitar em Centrifugar
vortex por 1min 4500 rpmi3min

1 mL sobrenadante

|
v |
vy .
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Figura 5. Esquema das etapas de extracao e limpeza.
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2.3.4. Validagéo da Metodologia

Os parametros considerados para a validacao foram linearidade, efeito
matriz, seletividade, exatiddo e precisdo que sdo recomendados pelo guia da
Comunidade Europeia para analise de residuos de agrotéxicos
SANTE/11813/2017. O meétodo foi validado para as 3 diferentes espécies de
cogumelos mais comercializadas no Brasil: A. bisporus, L. edodes e P. ostreatus.
Todas as analises para a validacao foram conduzidas com amostras liofilizadas.

A linearidade foi avaliada com a construcdo de curvas analiticas em
metanol com 5 niveis de concentragcdo na faixa de 0,01 a 0,125 mg/Kg. Para a
avaliacdo do efeito de matriz foram construidas curvas analiticas no extrato de
“amostras branco” que teve como finalidade avaliar a presenca de um aumento ou
supressdo da ionizacdo dos agrotoxicos que pode ser causada pela presenca de
co-extrativos. O efeito matriz (EM) foi calculado segundo a Equacdo 1
(Sapozhnikova; Lehotay, 2013). Ambas as curvas foram injetadas em 5 replicatas.

(inclinagio matriz—inclinagio solvente)

EM = [ ]xlOO Equacéo 1

inclinacao solvente

A seletividade foi avaliada qualitativamente pela comparacdo dos
cromatogramas dos extratos das “amostras branco”, dos padrées em solvente e
dos extratos das amostras adicionadas de padrdo. (Ribani et. al, 2004)

Para a avaliacdo da exatidao e precisao (repetitividade e reprodutibilidade)
da metodologia foram realizados ensaios de recuperacdo em replicatas
independentes onde as “amostras branco” foram fortificadas em 3 niveis de
concentracdo que variaram de 0,01 a 0,10 mg/Kg. A repetitividade e
reprodutibilidade foram avaliadas pelos desvios padréo relativos (RSD %)
associados aos testes de recuperacao realizados no mesmo dia e em dias
diferentes, respectivamente. Os LOQ foram estabelecidos como o menor nivel de
fortificacdo onde se obteve exatiddo e precisdo adequadas. As transicoes de
quantificacdo e de confirmacéo dos compostos também foram observadas nesse

nivel de concentragédo, conforme demostrado da Figura 6.
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Figura 6. Picos das duas transi¢cdes para cada composto Malationa (A); Ciromazina (B);
Deltametrina (C); Procloraz (D); Diclorvés (E); Carbendazim (F); Tiofanato metilico (G);
Diflubenzurom (H); Tiabendazol (1)

As estimativas do LOD foram calculadas segundo a Equacéo 2, onde DPa
€ a estimativa do desvio padrdao (n=5) da interceptacdo (coeficiente linear) das
curvas construidas nas matrizes e IC é inclinacdo da curva de calibracdo
(coeficiente angular).

DPax3
IC

LOD =

Equacéo 2

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Validacdo da metodologia

Os parametros de linearidade e efeito de matriz foram determinados a partir
dos resultados da média de 5 inje¢des das curvas de calibragdo com 5 pontos de
concentracdes, foram construidas curvas para solvente (metanol) e para extratos
de cada matriz. Os coeficientes de correlacéo linear (r) ficaram entre 0,990 e 0,999
para a curva no solvente e entre 0,975 e 0,999 para as curvas construidas nas
matrizes. Os residuos decorrentes do ajuste das curvas analiticas ndo foram
superiores a +20%, valor indicado pelo guia SANTE/11813/2017 e, portanto néo foi
necessario realizar ajustes para os modelos. Em relagéo ao efeito de matriz, como

se pode observar na Figura 7, para a maioria dos compostos estudados houve
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efeito de matriz negativo, indicando supressao da ionizacdo dos compostos.
Apenas o composto diclorvds na matriz shimeji apresentou efeito de matriz positivo.
Para os agrotoxicos malationa e procloraz o efeito de matriz para as trés espécies
de cogumelos estudadas néao diferiu significativamente dos residuos nas amostras.
Devido a presenca de efeito de matriz para a maioria dos compostos estudados a
quantificacdo em extratos foi realizada com a curva de calibragdo construida em
extrato de matriz.

m Champignon
m Shitake
Shimeji

Efeito matriz (%)
® & A DN

o o o o o

Ciromazina I
Carbendazim
Tiabendazol
Diflubenzurom
Diclorvos
Malationa
Tiofanato metilico
Deltametrina
Procloraz

Figura 7. Efeito de Matriz (%) dos agrotoxicos estudados em cogumelos

A Tabela 2 mostra os valores obtidos nos estudos de exatidao e precisao.
Podemos observar que as recuperacdes para 0s compostos estudados em 3 niveis
de concentragao ficaram entre 68 e 114 %. Os valores de recuperagdo demonstram
uma exatiddo adequada do método, com valores de acordo com o recomendado
pelo guia SANTE/11813/2017 que sugere valores entre 70 e 120%. As estimativas
do desvio padrdo relativo (RSD) para repetitividade (mesmo dia) e para
reprodutibilidade (dias diferentes) ficaram abaixo de 20%, indicando uma precisao
apropriada segundo o guia SANTE/11813/2017.

Os limites de deteccéo (LOD) variaram entre 0,001mg/Kg para tiofanato

metilico em shitake e 0,015 mg/kg para deltametrina, em champignon de paris. Os
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limites de quantificagdo (LOQ) foram estabelecidos como menor nivel de
fortificagcdo no qual se obteve exatiddo e precisdo e o0s resultados estdo
apresentados na Tabela 2. Os resultados da validacdo foram considerados
satisfatorios e a método foi considerado adequado para o monitoramento de
residuos dos agrotoxicos estudados em niveis inferiores aos preconizados pelo
CODEX para cogumelos (FAO/WHO, 2012).
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Tabela 2. Parametros de validacdo do método

. Champignon Shitake Shimeji
LMR2 Fortificac&o

Composto mg/kg LOQ mg/kg R % RSD; RSDr LOD R % RSD; RSDr LOD R % RSD:; RSDr LOD

(n=10) (n=5) (n=5) (n=10) (n=5) (n=5) (n=10) (n=5) (n=5) mg/kg

Ciromazina 7 0,01 0,01 98 11 14 0,004 82 9 16 0,00 97 18 3 0,005
0,05 95 9 16 75 3 11 4 75 17 3
0,1 93 7 15 91 9 10 88 6 12

Carbendazim - 0,01 0,01 92 11 17 0,005 87 7 18 0,00 99 12 10 0,003
0,05 108 10 4 105 13 6 5 98 4 4
0,1 96 14 11 102 5 7 101 7 9

Tiabendazol 60 0,01 0,01 97 5 8 0,004 85 5 7 0,00 100 9 8 0,003
0,05 81 6 5 97 7 10 6 79 8 5
0,1 95 6 10 87 3 10 98 4 8

Diflubenzurom 0,3 0,01 0,01 103 9 8 0,009 95 10 9 0,00 94 20 14 0,004
0,05 107 4 4 101 5 7 6 85 7 4
0,1 107 10 12 103 9 20 83 4 3

Diclorvos - 0,01 0,01 68 5 5 0,002 110 2 12 0,00 107 18 4 0,003
0,05 82 9 10 69 7 9 4 82 10 8
0,1 77 2 7 81 3 11 72 12 2

Malationa - 0,01 0,01 101 6 9 0,003 97 9 7 0,00 71 7 5 0,004
0,05 92 7 7 104 8 5 3 70 10 8
0,1 87 5 5 104 8 15 87 16 6

Tiofanato - 0,01 0,01 108 5 9 0,005 82 3 3 0,00 94 19 16 0,002
Metilico 0,05 105 10 9 74 5 10 1 85 12 8
0,1 89 4 2 75 6 9 73 2 6

Deltametrina 0,05 0,02 0,025 72 6 10 0,015 77 6 7 0,01 114 9 11 0,012
5 0,05 78 7 5 93 2 4 3 97 14 6
0,1 76 3 10 73 4 7 a0 15 5

Procloraz 3 0,01 0,01 108 5 10 0,003 112 2 5 0,00 88 8 8 0,002
0,05 113 6 4 106 1 17 3 92 4 10
0,1 108 5 9 112 3 9 90 10 6

R (%): Recuperagdo foi calculada utilizando a média de todas as amostras do estudo de recuperagdo; RSD,; Desvio padrdo relativo em
condicbes de repetitividade (mesmo dia); RSDr - Desvio padrao relativo em condi¢ces de reprodutibilidade (dias diferentes); LOD: Limite de
deteccdo; LOQ: Limite de Quantificac@o; LMR: limite maximo de residuo; 2 fonte: CODEX(FAO/WHO, 2012).
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3.2. Aplicagdo da metodologia em amostras comerciais

O método validado foi aplicado para 42 amostras comercializadas em
supermercados da cidade de Campinas-SP, Brasil. As amostras foram procedentes
de diversas localidades da regido Sudeste e Sul do pais (Sao Paulo, Minas Gerais
e Parand) e as espécies coletadas foram champignon de paris, shitake e shimeji,
consideradas as mais comercializadas popularmente (ISHIKAWA et al, 2017).

Como podemos observar na Tabela 3, residuo de Ciromazina néo foi
detectado (<LOD) em nenhuma das amostras analisadas. Residuos de
deltametrina e diclorvos foram encontrados em niveis entre o LOQ e o LOD.
Quatorze (14) amostras ndo apresentaram residuos de nenhum dos compostos
estudados (<LOD). Entretanto, em 12 amostras foram quantificados residuos de
pelo menos um dos compostos analisados e em 6 delas foram encontrados 2
residuos. Em 16 amostras foram encontrados tracos de residuos (>LOD e <LOQ)
para ao menos um dos nove agrotoxicos analisados. Residuos de tiofanato metilico
e malationa foram detectados em 12 amostras distintas, com valores entre >LOD e
0,33 mg/Kg e >LOD e 0,04 mg/Kg, respectivamente. Residuo de carbendazim foi
encontrado em 9 amostras e os niveis foram de >LOD até 1,35 mg/Kg.

Comparando-se com dados da literatura, observamos que os niveis de
residuos de malationa encontrados nesse trabalho estdo muito préximos ao
reportados por Cao e colaboradores (2016) e segundo o0s autores, esse agrotoxico
€ comumente utilizado em cultivos de cogumelos na China para controle de pragas
(CAO et al, 2016). Em relacdo aos residuos de carbendazim, um monitoramento,
realizado na Irlanda do Norte, apontou a presenca desse composto em 38 amostras
de um total de 145 analisadas, em niveis de 0,1 a 7,9 mg/kg, valor esse bem acima
do encontrado nesse estudo (Mitchell & Kilpatrick, 2003).

Embora néo exista regulamentac&o no Brasil para a utilizacdo de agrotdxicos
em cogumelos, os niveis de residuos encontrados nas amostras analisadas estédo
abaixo dos LMR preconizados pelo CODEX (FAO/WHO, 2012).
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Tabela 3. Residuos de agrotoxicos em cogumelos comercializados na cidade de Campinas - SP

Tiofanato

Espécie Origem da amostra  Ciromazina?! Carbendazim® - Tiabendazol*  Diflubenzurom* Diclorvos? Malatationa’ metilico? Deltametrina? Procloraz®
mg/Kg (RSD) mg/Kg (RSD) mg/Kg (RSD) mg/Kg (RSD) mg/Kg (RSD) mg/Kg (RSD)

Sorocaba-SP ND ND ND ND ND Tr Tr ND ND
Louveira-SP ND ND ND ND ND ND Tr ND ND
Andradas-MG ND 0,13 (0,01) ND 0,29 (0,04) ND Tr ND ND ND
Castro-PR ND ND ND ND ND Tr ND Tr ND
Salto-SP ND 0,75 (0,02) ND ND ND Tr 0,33 (0,10) ND ND

Pinhalzinho-SP ND ND Tr 0,01 (0,00) ND Tr Tr ND 0,02 (0,00)
Pinhalzinho-SP ND 0,46 (0,02) ND 0,17 (0,06) ND Tr ND ND Tr
Pinhalzinho-SP ND 0,44 (0,04) ND ND ND Tr ND ND Tr

Champignon Pinhalzi_nho-SP ND ND ND ND ND Tr ND ND 0,06 (0,01)
Louveira-SP ND ND ND ND ND Tr ND ND Tr
Piracicaba-SP ND ND ND ND ND Tr ND ND ND
Castro-PR ND ND ND ND ND Tr ND ND ND
Cabreuva-SP ND 0,34 (0,06) ND ND ND Tr 0,06 (0,00) ND Tr
Mogi das Cruzes-SP ND ND ND ND ND Tr ND ND ND
Mogi das Cruzes-SP ND ND ND ND ND Tr ND ND ND
Cabreuva-SP ND ND ND ND ND Tr ND ND ND
Mogi das Cruzes-SP ND ND ND ND ND Tr ND ND ND
Andradas-MG ND 1,35(0,14) 0,49 (0,05) ND ND Tr Tr ND ND
Tuiuti-SP ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Mogi das Cruzes-SP ND ND ND ND ND 0,03 (0,00) ND Tr ND
Suzano-SP ND ND ND ND ND 0,04 (0,00) ND ND ND
Pinhalzinho-SP ND ND ND ND Tr Tr ND ND ND
Andradas-MG ND Tr Tr ND ND ND ND ND ND
Cabreuva-SP ND ND ND ND ND Tr ND ND ND
Shimeji Andradas-MG ND ND ND ND ND Tr ND ND ND
Mogi das Cruzes-SP ND 0,01 (0,00) ND Tr Tr Tr Tr ND ND
Piracicaba-SP ND ND ND ND ND Tr ND ND ND
Cabreuva-SP ND ND ND ND ND Tr ND ND ND
Sorocaba-SP ND 0,01 (0,00) ND ND ND ND ND ND ND
Salto-SP ND Tr ND ND Tr Tr ND ND ND
Sorocaba-SP ND ND ND ND ND ND Tr ND ND
Mogi das Cruzes-SP ND ND ND ND ND Tr ND ND ND
Cabreuva-SP ND ND ND ND ND Tr Tr ND ND
Sorocaba-SP ND ND ND ND ND Tr ND ND ND
Salto-SP ND Tr ND ND ND Tr ND ND ND
Salto-SP ND Tr ND ND ND Tr ND ND ND
Shitake Piracicaba-SP ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Andradas-MG ND ND ND ND ND ND Tr ND ND
Sorocaba-SP ND ND ND ND ND Tr Tr ND ND
Andradas-MG ND ND ND ND ND Tr Tr ND ND
Tuiuti-SP ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Tuiuti-SP ND ND ND ND ND ND ND ND ND

1 inseticida; 2: fungicida; LOD: limite de deteccdo; RSD: desvio padrao relativo, n=2; ND: ndo detectado <LOD; Tr: <LOQ e >LOD
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A presenca dos residuos também pode ser explicada pela falta de registro
para o uso de agrotoxico no cultivo de cogumelos, pois se trata de uma cultura com
suporte fitossanitario insuficiente (minor crops), com baixo retorno econdémico,
levando as empresas produtoras de agrotoxicos a ndo solicitarem registro. Além da
utilizacéo indevida de agrotoxicos, a presenca dessas substancias nas amostras
analisadas pode ter origem na utilizacdo de substratos provenientes de residuos
agricolas de culturas que tenham recebido aplicacdo de agrotoxico. A maioria dos
residuos agricolas gerados no Brasil € derivada das producdes de cana-de-acucar,
laranja, milho, soja entre outras culturas que sdo exportadas pelo pais. Esses
residuos sdo ricos em agua, carbono e nitrogénio, e podem ser utilizados como
substrato no cultivo de cogumelos (SILVA, 2016). O bagaco de cana-de-acucar tem
sido largamente utilizado como substrato ou camada de cobertura no cultivo de
cogumelos, e a aplicacdo de defensivos na lavoura de cana pode gerar bagaco
contaminado com residuos de agrotoxicos. Estudos demostram que a utilizacdo de
substrato contaminado com agrotéxicos no cultivo pode levar a cogumelos com
residuos (DU et al, 2018; DU et al, 2017; CARVALHO et al, 2014).

4. CONCLUSOES

QUEChERS combinado com UPLC-QgQ-MS/MS mostrou-se adequado para
analise de residuos de agrotéxicos em cogumelos, uma matriz ainda pouco
estudada quanto a ocorréncia desses compostos, reforcando a versatilidade do
método de preparo de amostra que tem sido amplamente utilizado para analise de
residuos em diversas matrizes.

O método foi validado para a determinacdo de residuos de 9 agrotoxicos
seguindo os requisitos SANTE/11813/2017, o qual apresentou linearidade,
exatiddo e precisdo aceitaveis, e os limites de quantificacdo foram adequados se
basearmos nos LMR estabelecidos por agéncias internacionais.

Os baixos niveis dos residuos detectados nas amostras comerciais indicam
que a utilizacdo de agrotoxicos ocorre na fungicultura nacional, mas possivelmente
nao representam um risco ao consumidor. Porém é necessario que haja a
regulamentacao da utilizacdo dos agrotoxicos em cogumelos para que 0 mesmo
seja utilizado com eficiéncia e seguranca, tanto para o produtor, como para 0 meio

ambiente e o consumidor final.

46



5. AGRADECIMENTO

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de

Financiamento 001.
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Andrade, M. C. N.; Graciolli, L. A. Control of saprophytic fungi in the shiitake
edible mushroom cultivated in eucalyptus logs. Acta Scientiarum-Agronomy, V.
27,n. 2, p. 293-299, 2005.

ANPC (2017) Associagao Nacional dos Produtores de Cogumelos.
Disponivel em: https://www.anpccogumelos.org/cogumelos. Acesso em
24/01/2017.

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2017). Agrotéxicos e
Toxicologia: Monografias de Agrotoéxicos. Disponivel em: <

http://portal.anvisa.qov.br/registros-e-

autorizacoes/agrotoxicos/produtos/monografia-de-agrotoxicos > Acesso em
23/04/2018

Cao, X, Liu, S., Yang, X, Liu, Z., & Liu, L. (2016). A modified quechers
sample preparation method for simultaneous determination of 62 pesticide residues
in edible fungi using gas chromatography—triple quadrupole mass

spectrometry. Food analytical methods, 9(1), 263-274.

Carvalho, M. A., Marques, S. C., Martos, E. T., Rigitano, R. L., & Dias, E.
S. (2014). Bioaccumulation of insecticide in Agaricus subrufescens. Horticultura
Brasileira, 32(2), 159-162.

Chang, Q., Fan, C., Chen, H., Kang, J., Wang, M., & Pang, G. (2014).
Determination of 187 pesticide residues in edible fungi by liquid chromatography-

tandem mass spectrometry. Analytical Methods, 6(12), 4288-4304.

a7



Commision, E. (2018). Guidance Document on Analytical Quality Control
and Method Validation Procedures for Pesticide Residues and Analysis in Food and
Feed. SANTE/11813/2017.

Du, P., Wu, X., Xu, J., Dong, F., Shi, Y., Li, Y., ... & Zheng, Y. (2018).
Different residue behaviors of four pesticides in mushroom using two different
application methods. Environmental Science and Pollution Research, 25(9),
8377-8387.

Du, P., Wu, X., He, H., Zhang, Y., Xu, J., Dong, F., .& Liu, X. (2017).
Evaluation of the safe use and dietary risk of beta-cypermethrin, pyriproxyfen,
avermectin, diflubenzuron and chlorothalonil in button mushroom. Scientific
Reports, 7(1), 8694.

FAO/WHO (2012) Codex Alimentarius Commission. Pesticide residues in
food and feed. Codex pesticide residues in food online

database.http://www.codexalimentarius.net/pestres/data/index.html

Frenich, A. G., Vidal, J. M., Pastor-Montoro, E., & Romero-Gonzélez, R.
(2008). High-throughput determination of pesticide residues in food commodities by
use of ultra-performance liquid chromatography—tandem mass
spectrometry. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 390(3), 947-959.

Furlani, R. P. Z.; Godoy, H. T. Valor nutricional de cogumelos comestiveis.
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 27, n. 1, p. 154-157, 2007.

Furlani, R. P. Z.; Godoy, H. T. Vitamins B 1 and B 2 contents in cultivated
mushrooms. Food Chemistry, v. 106, n. 2, p. 816-819, 2008

Gatgowska, M., & Pietrzak-Fiecko, R. (2017). Pesticide contaminants in
selected species of edible wild mushrooms from the north-eastern part of
Poland. Journal of Environmental Science and Health, Part B, 52(3), 214-217.

Gurgel, A. M., Guedes, C. A., Gurgel, I. G. D., & da Silva Augusto, L. G.
(2017). Reflexos da perda do controle estatal sobre os agrotoxicos no Brasil e sua
regulacdo pelo mercado. Revista Eletronica de Comunicacao, Informacédo &

Inovacdo em Saude, 11(3).

48


http://www.codexalimentarius.net/pestres/data/index.html

Ishikawa, N.K., Vargas-Isla, R., Gomes, D.; Menolli Jr., N. (2017). Principais
cogumelos comestiveis cultivados e nativos do estado de S&o Paulo. Pesquisa &
Tecnologia 14(2).

Lesueur, C.; Knittl, P.; Gartner, M.; Mentler, A.; Fuerhacker; M. Analysis of
140 pesticides from conventional farming foodstuff samples after extraction with the
modified QUECheRS method. Food Control, v. 19, n. 9, p. 906-914, 2008.

Liu, T., Zhang, C., Peng, J., Zhang, Z., Sun, X., Xiao, H., ... & Tu, K. (2016).
Residual behaviors of six pesticides in shiitake from cultivation to postharvest drying
process and risk assessment. Journal of agricultural and food chemistry, 64(47),
8977-8985.

Lu, Z., Fang, N., Zhang, Z., Wang, B., Hou, Z., Lu, Z., & Li, Y. (2018).
Simultaneous Determination of Five Neonicotinoid Insecticides in Edible Fungi
Using Ultrahigh-Performance Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry
(UHPLC-MS/MS). Food Analytical Methods, 11(4), 1086-1094.

Meng, Z., Shi, Z., Liang, S., Dong, X., Lv, Y., & Sun, H. (2015). Rapid
screening and quantification of cyromazine, melamine, ammelide, ammeline,
cyanuric acid, and dicyandiamide in infant formula by ultra-performance liquid
chromatography coupled with quadrupole time-of-flight mass spectrometry and

triple quadrupole mass spectrometry. Food control, 55, 158-165.

Mitchell, S. H., & Kilpatrick, M. (2003). Occurrence of pesticide residues in
mushrooms in Northern Ireland, July 1997-January 1999. Food Additives &
Contaminants, 20(8), 716-719.

Moreno-Gonzalez, D., Huertas-Pérez, J. F., Gamiz-Gracia, L., & Garcia-
Campafia, A. M. (2015). High-throughput methodology for the determination of 33
carbamates in herbal products by UHPLC-MS/MS. Food analytical methods, 8(8),
2059-2068.

Nan, J., Wang, J., Piao, X., Yang, C., Wu, X., Quinto, M., & Li, D. (2015).
Novel and rapid method for determination of organophosphorus pesticide residues

49



in edible fungus using direct gas purge microsyringe extraction coupled on-line with

gas chromatography—mass spectrometry. Talanta, 142, 64-71.

Navarro, M. J., Merino, L., & Gea, F. J. (2017). Evaluation of residue risk
and toxicity of different treatments with diazinon insecticide applied to mushroom
crops. Journal of Environmental Science and Health, Part B, 52(3), 218-221.

Navickiene, S.; Junior, O. P. A.; Brito, N. M.; Graciolli, L. A.; Ribeiro, M. L.
Determination of benomyl residues in shiitake mushrooms (Lentinula edodes) by
liquid chromatography with UV detection. Journal of chromatographic science,
v. 45, n. 6, p. 340-344, 2007.

Nogaim, Q.; Amra, H.; Abou-Donia, M.; Abou-Arab, A. Occurrence of
chemical contaminants in Egyptian edible mushroom. Pakistan Journal of Life and
Social Sciences, v. 9, n. 2, p. 134-139, 2011

Oshita, D.; Jardim, M. I. C.S.F. Comparison of different sorbents in the
QUECHhERS method for the determination of pesticide residues in strawberries by
LC-MS/MS. Chromatographia, v. 77, n. 19-20, p. 1291-1298, 2014.

Poulsen, M. E.; Andersen, J. H.; Petersen, A.; Jensen, B. H.. Results from
the Danish monitoring programme for pesticide residues from the period 2004—
2011. Food Control, v. 74, p. 25-33, 2017

Queiroz, S. C., Ferracini, V. L., & Rosa, M. A. (2012). Multiresidue method
validation for determination of pesticides in food using QUEChERS and UPLC-
MS/MS. Quimica Nova, 35(1), 185-192.

Ribani, M.; Bottoli, C. B. G.; Collins, C. H.; Jardim, I. C. S. F.; Melo, L. F. C.
Validagdo em métodos cromatograficos e eletroforéticos. Quimica Nova, v. 27, n.
5, p. 771-780, 2004

Rigotto, R. M., & Rocha, M. M. (2014). Uso de agrotoxicos no Brasil e
problemas para a saude publica Pesticide use in Brazil and problems for public
health Uso de pesticidas en Brasil y los problemas para. Cad. Saude
Puablica, 30(7), 1-3.

50



Rizzetti, T. M., Kemmerich, M., Martins, M. L., Prestes, O. D., Adaime, M.
B., & Zanella, R. (2016). Optimization of a QUEChERS based method by means of
central composite design for pesticide multiresidue determination in orange juice by
UHPLC-MS/MS. Food chemistry, 196, 25-33.

Sapozhnikova, Y., & Lehotay, S. J. (2013). Multi-class, multi-residue
analysis of pesticides, polychlorinated biphenyls, polycyclic aromatic hydrocarbons,
polybrominated diphenyl ethers and novel flame retardants in fish using fast, low-
pressure gas chromatography—tandem mass spectrometry. Analytica chimica
acta, 758, 80-92.

SILVA, A.C.S., Parametros industriais para a producdo de Pleurotus
ostreatus. Dissertacdo ( Mestrado em Ciéncias Biologicas). Instituto de Biociéncias
— Rio Claro, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Rio Claro,
136p. 2016.

Sobhanardakani, S. Residual Levels of Diazinon and Benomyl on
Greenhouse Mushrooms. Iranian Journal of Toxicology Volume, v. 9, n. 29,
2015.

Wieland, M.; Hacker, K.; Bauer, N.; Schile, E.; Wauschkuhn, C.; Roux, D.;
Anastassiades, M. 2010. Pesticide residues in fresh and dried mushrooms on the
German market. Chemisches und Veterinaruntersuchungsamt, Stuttgart, Baden-
Wu'rttemberg, Germany. http://cvusa.xn-untersuchungsmter-bw-
nzb.de/pdf/MushroomPMO036.pdf. Acesso em 20/09/2014.

Zied, D. C., Dourado, F. A., Dias, E. S., & Pardo-Giménez, A. (2017). First
study of hormesis effect on mushroom cultivation. World Journal of Microbiology
and Biotechnology, 33(11), 195.

51



ANEXOS

E Solve

PAVAN

Figura 5. Perfil cromatografico das amostras (TIC): amostra branco (A); Solucdo padréao
na concentracao 0,125 mg/kg para deltametrina e 0,100 mg/kg para os demais agrotoxicos
nas matrizes shitake (B), shimeji (C), champinon (D) e no solvente (metanol 1% &c. férmico)
(E) Condicdes cromatograficas: Coluna: Acquity UPLC®BEH C-18 (100 mm x 2,1 mm, 1,7
um) Fase Mével : Metanol 0,1 % &c. formico : Agua 0,1% é&c. férmico (gradiente conforme
descrito no capitulo 2); Vazéo: 0,3ml/min.
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Tabela 1. — Equacdes das retas das curvas de calibragdo em metanol e nas
matrizes estudadas.

Composto Solvente (metanol) Champignon Shitaki Shimeji
Ciromazina Y =570005 X + 185,1 Y =3572 X + 20,5 Y=2751X+6,9 Y =8908 X + 43,9
Carbendazim Y = 1666979 X + 415,4 Y =35326 X + 42,4 Y =33624 X + 42,0 Y =87181 X - 106,8
Tiabendazol Y = 166230 X + 662,0 Y =45838 X + 51,4 Y =43956 X + 42,4 Y =104214 X +196,8
Diflubenzurom Y =2555 X + 12,8 Y =2279 X + 16,7 Y=1731X+9,4 Y =2829 X + 16,6
Diclorvos Y =60817 X + 302,7 Y =54299 X + 169,7 Y =49064 X + 89,6 Y =85943 X - 70,4
Malationa Y =59017 X + 48,7 Y =50343 X + 11,8 Y =46271 X+ 148,4 Y =48362 X -73,0
Tiofanato metilico Y =115166 X + 480,2 Y =52104 X + 283,7 Y =57319 X + 281,3 Y =73616 X + 383,7
Deltametrina Y =6250 X + 42,7 Y =1804 X+7,3 Y =2559 X + 33,9 Y =2018 X + 13,2

Procloraz Y = 88149 X + 278,7 Y =83315 X + 352,5 Y = 75460 X + 365,3 Y = 90968 X + 234,9
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Figura 9: Grafico tipico de residuos em amostra de champignon
Residuos Diflubenzuron- Shitake
30%
20%
10%
% . )
0% 2 L
0% © 0,02 0,04 g 0,06 o 0.08 41 0,12
°
-20% -

-30%
-40%

Figura 10: Grafico tipico de residuos em amostra de shitake
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Figura 11: Grafico tipico de residuos em amostra de shimeji
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Figura 12: Grafico tipico de residuos em solvente
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Figura 13: Curvas padrdes nas trés matrizes e solvente (Ciromazina)
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Figura 14: Curvas padrdes nas trés matrizes e solvente (Carbendazina)
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Figura 15: Curvas padrdes nas trés matrizes e solvente (Tiabendazol)
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Figura 16: Curvas padroes nas trés matrizes e solvente (Diflubenzuron)
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Figura 17: Curvas padrdes nas trés matrizes e solvente (Diclorvéds)
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Figura 18: Curvas padrdes nas trés matrizes e solvente (Malationa)
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Figura 19: Curvas padrdes nas trés matrizes e solvente (Tiofanato metilico)
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Figura 20: Curvas padrdes nas trés matrizes e solvente (Deltametrina)
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Figura 21: Curvas padrdes nas trés matrizes e solvente (Procloraz)
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