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Otimizacao e Validacao de Método Andlitico
para Determinacao de Carbendazim em
Amostras de Tomate Solanum Lycopersicum L

Optimization and Validation of an Analytical Method for Determination of Carbendazim in Tomato Samples Solanum Lycopersicum L

Liliana A. P Queiroza, Simone M. Goularta, Jogo P V.
Santosa & Adilson C. Goulart

Neste trabalho foi otimizado e validado um método simples e eficiente para
determinagdo e quantificacdo de carbendazim em tomate. A técnica de preparo de
amostra selecionada foi a extragdo sélido-liquido com parti¢do a baixa temperatura
seguida de analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A validagdo comprovou
que o método ¢ seletivo, linear, exato, com porcentagens de recuperagdo entre 98% e
120%, preciso DPR<8% e com limites de detecg¢do e quantificagdo de 0,02 ¢ 0,07 mg
Kg! respectivamente. A metodologia foi aplicada em amostras comerciais que ndo
apresentaram residuos do agrotoxico carbendazim.

Palavras-chave: agrotoxico;, ESL-PBT; CLAE-UV.

In this work, a simple and efficient method for determination and quantification of
carbendazim in tomato was optimized and validated. The sample preparation technique
selected was solid-liquid extraction with low-temperature partitioning followed by
analysis by high-performance liquid chromatography. The validation proved that the
method is selective, linear, accurate, with recovery percentages between 98% and
120%, precise (RSD<8%), and with detection and quantification limits of 0.02 and
0.07 mg Kg'!, respectively. The methodology was applied to commercial samples that
did not present residues of the pesticide carbendazim.

Keywords: pesticide; SLE-LTP; HPLC-UV.
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Introducéo

O tomate (Solanum lycopersicum L.) ¢ uma olericola que
se tornou um dos alimentos mais frequentes no prato dos
consumidores. Ele se originou na Zona Andina, englobando o
Peru, Norte do Chile, Equador (incluindo as IThas Galapagos),
mas ¢ produzido e consumido por todos os continentes. Esse
alimento ¢ de grande importancia na dieta, uma vez que ¢
fonte de vitaminas do complexo C, A ¢ K, além disso o fruto é
rico em licopeno que se destaca pela sua atuag@o antioxidante
trazendo varios beneficios a satide se tornando um dos frutos
mais consumidos por todo o planeta.'

Assim como outras culturas, as plantagdes de
tomates estdo susceptiveis ao acometimento de seres
considerados nocivos ao seu desenvolvimento e producao,
sendo necessdria a intervengdo quimica no manejo desta
cultura.** Sendo assim, a aplicagdo de produtos quimicos
como, por exemplo, os agrotdxicos ¢ uma pratica comum
na producdo de tomates produzidos em cultivares
convencionais.®’ Desta forma, a analise de residuos de
agrotoxicos em amostras de tomates deve ser uma pratica
incentivada e habitual.

Com o propésito de investigar a contaminagdo de
alimentos de origem vegetal, produzidas em solo nacional,
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
criou o Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos
em Alimentos (PARA), que gera a cada bi€nio um relatorio
com informagdes acerca da contaminagdo de alimentos
de origem vegetal consumidas em todo o pais.® Em 2017
e 2018 a ANVISA coletou e analisou 316 amostras de
tomates provenientes de todos os Estados da Federacdo e
Distrito Federal, as analises constataram a presenga de 45
tipos de residuos de agrotoxicos nas amostras de tomates,
entre eles o carbendazim foi um dos ingredientes ativos
com maior frequéncia de detec¢do sendo encontrado em
cerca de 25% das amostras analisadas.’

O carbendazim ¢ um fungicida sistémico, de
nomenclatura quimica methyl N-(1H-benzimidazol-2-
yl)carbamate e férmula molecular C;HN,O,. Pertence
ao grupo quimico dos Benzimidazolico, sua classe
toxicologica ¢ a I1I (medianamente toxica), para o ambiente
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esteagrotoxico é classificado como perigoso de classificagdao
[1.1%11 O carbendazim é amplamente empregado em varios
tipos de cultivo, segundo o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA,
no ano de 2020 foram comercializadas mais de 7.700
toneladas de carbendazim em todo o territério brasileiro.
Somente na regido Centro Oeste do pais foram mais de
1.500 toneladas sendo que no Estado de Goids foram mais
de 620 toneladas do produto.'

Dessa forma, sdo necessarios trabalhos voltados para o
desenvolvimento e a validacdo de métodos analiticos que
visem a determinagdo e o monitoramento do carbendazim
em tomates e outras amostras alimenticias, principalmente
em regides onde este agrotoxico ¢ comercializado
frequentemente, como no Estado de Goids. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e validagdo de
um método analitico para a determina¢do do carbendazim
em amostras de tomate. Apos a validagdo, o método foi
aplicado em amostras de tomate as quais foram coletadas
no comeércio local do municipio de Itumbiara-GO.

O método desenvolvido empregou a técnica de
extragdo solido-liquido com parti¢do a baixa temperatura
(ESL-PBT) seguida de analise em cromatografia liquida
dealtaeficiéncia (CLAE-UV). A ESL-PBT foi selecionada
devido a sua praticidade e viabilidade econdmica, uma
vez que utiliza baixas quantidades de amostras e solvente
extrator. Além disso, a técnica de extracdo tem sido
utilizada como método alternativo para a extracdo de
varios tipos de agrotoxicos em variados tipos de amostras
como por exemplo em amostras ambientais®*'5; em
graos;'*!® ¢ em frutas, verduras e hortalicas.'”?

Materiais e Métodos
EQUIPAMENTOS E REAGENTES UTILIZADOS
Para otimizagdo, validagdo e aplicagdo do método
de ESL-PBT para determinagdo e¢ do carbendazim
nas amostras de tomate, foram necessarios: Agitador
de tubos Vortex (Biomixer, velocidade 2.800 rpm,
poténcia 60 W); Banho ultrassonico (capacidade 2,1
litros; frequéncia 50/60 Hz). Freezer vertical, Balanga
analitica de precisdo com capela (capacidade 220 g);
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Cromatografo a liquido Shimadzu LC com detector UV-
VIS Shimadzu SPD; Sistema de operagdo LabSolutions
Shimadzu. Os reagentes necessarios foram: Acetonitrila
(grau 99,9% HPLC); Metanol (grau 99,9% HPLC); agua
ultrapurificada e padrao analitico do carbendazim.

OTIMIZACAO DO METODO ESL-PBT

Para a otimizagdo do método foram obtidas amostras
de tomates organicos cultivados sem aplicagdo de
agrotoxicos (branco). Foram adquiridos 2 tomates
os quais foram triturados inteiros em liquidificador
industrial até formacao de pasta aquosa a qual foi mantida
sob refrigeragdo até o momento do uso. Para a otimizagdo
do método foi elaborado um planejamento fatorial 22
para avaliar de forma simultanea dois fatores em dois
niveis, sendo eles o tipo de agitagdo (vortex ou banho
ultrassonico) e quantidade de amostras (0,5 gramas ou 1,0
gramas) conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Planejamento Fatorial 22 para otimizacdo da extragdo do
agrotoxico carbendazim das amostras de tomate.

Fatores codificados Fatores originais
. Tipos de | Massa Tipo de Massa
Ensaios s« S~ amostra em
agitacao | amostra | agitacao
gramas
1 - - Vortex 0,5
2 + - B.U 0,5
3 - + Vortex 1,0
4 + + B.U 1,0

Desta forma, em frascos de vidro com tampa foram
pesados 0,5 g ou 1,0 g de tomate, as quais foram
fortificadas com solu¢do do padrao carbendazim, para
se obter nos extratos finais 5 mg Kg'. Em seguida foram
adicionados a cada sistema 2 mL de 4gua deionizada e 4
mL do solvente organico acetonitrila. Posteriormente,
cada frasco foi agitado em vortex por 1,0 minuto ou
em banho ultrassonico por 5,0 minutos, conforme
indicado no planejamento fatorial apresentado na
Tabela 1. Apos a agitacdo os sistemas foram deixados
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em refrigeragdo a -20 °C por um periodo 3 horas para que
ocorresse o congelamento da fragdo aquosa do sistema
e separacdao das fases. Posteriormente foi retirada uma
aliquota de 1,0 mL do sobrenadante, solvente organico
acetonitrila, o qual foi injetado no cromatégrafo a liquido
de alta eficiéncia.

CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Para a realizag@o das andlises cromatograficas foram
adotadas as seguintes configuragdes: Detector de UV a
213 nm; Coluna Kinetex 5 um EVO C 18 - 150 X 4,6
mm; Fase moével (modo isocratico); Acetonitrila:Agua
deionizada 45:55 v/v; Vazao da fase movel: 0,8 mL min-
1; Temperatura da coluna: 30 °C; Volume de inje¢do: 20
pL; e Tempo de analise: 3 minutos.

VALIDACAO DO METODO ESL-PBT

Ap6s estabelecidas as melhores condigdes de extragdo
do carbendazim no tomate, o método foi validado em
consonancia com os preceitos preconizados pelo guia
de validagdo europeu SANTE/11312/2021 (Guindance
documento n analytical quality control and validation
procedures for pesticide residues analysis in food and
feed. Os parametros estudados foram a Seletividade;
Linearidade; Limite de detec¢do (LD); Limite de
Quantificagdo (LQ); Precisdo e Exatidao.”

SELETIVIDADE

A seletividade do método ESL-PBT na determinagao
de carbendazim em tomate foi avaliada por meio da
comparacdo do cromatograma obtido por meio da
aplicagdo da ESL-PBT no branco da amostra de tomate
sobreposto com cromatograma obtido por meio da injegdo
de uma solugdo do padrdo carbendazim a 0,5 mg L.

LINEARIDADE

A linecaridade do método otimizado foi avaliada
mediante a constru¢do de uma curva analitica elaborada
a partir da fortificagcdo do branco da matriz de tomate nas
concentragdes de 0,03 mg.L', 0,06 mg.L", 0,09 mg.L-
10,15 mg.L', 0,2 mgL?, 0,3 mg.L', 0,4 mgL', 0,5
mg.L!, posteriormente a fortificagdo as amostras foram
submetidas ao método de ESL-PBT otimizado.
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LIMITE DE DETECCAO (LD) E LIMITE DE
QUANTIFICACAO (LQ)

O LQ foi estabelecido pelo sinal ruido, para tanto,
foi injetado no cromatografo solugdes do padrio de
carbendazim em concentragdes decrescentes onde a menor
concentragdo que possibilitou a quantificagdo com desvio
padrao relativo inferior a 20% foi estabelecido como LQ.
Para a defini¢do do LD dividiu-se o valor de LQ por 3,3.

PRECISAO E EXATIDAO

Para avaliar a exatiddo e¢ a precisao do método
otimizado a matriz de tomate foi fortificada em trés niveis
de concentragdo, correspondendo a 1x, 3x e 10x o valor de
LQ em sextuplicata. A exatiddo foi avaliada mediante as
porcentagens médias de recuperagdo do analito na amostra
e a precisao pelo desvio padrao relativo (RSD).

APLICACAO DO METODO ESL-PBT

Para aplicagdo do método, entre os meses de
janeiro/2023 e junho/2023 amostras de tomate foram
coletadas em 4 estabelecimentos localizados no municipio
de Itumbiara-GO, sendo 3 verdurdes e 1 feira livre. Em
cada ponto de coleta foram adquiridos aproximadamente
1 Kg de tomate (amostra simples). Para cada ponto
coletado a amostra simples foi triturada em liquidificador
industrial formando uma amostra composta para cada
ponto analisado. A avaliagdo da presenca de residuos
do agrotoxico carbendazim nas amostras comerciais
foi realizada mediante aplicacdo do método ESL-PBT
otimizado e validado neste estudo.

Resultados e discussdo
OTIMIZACAO DO METODO ESL-PBT

Seguindo o planejamento fatorial 2* foram realizados,
em triplicata, 4 ensaios variando o tipo de agitagdo ¢ a
massa da amostra de tomate. Na Figura | sdo apresentadas
as porcentagens médias de recuperagdo do carbendazim
nas amostras de tomate.

Como pode ser visto na Figura 1, em todos os ensaios
a recuperagdo do carbendazim nas amostras de tomate foi
superior a 94%. Este resultado demonstra a aplicabilidade
da ESL-PBT na determinacao do carbendazim em amostras
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de tomate, uma vez que o guia SANTE/11312/2021 orienta
que porcentagens de recuperagdo entre 80% e 120% sdo
ideais para determinacdo de agrotoxicos em matrizes
alimenticias. Além disso, para todos os ensaios ¢ observado
desvio padrao relativo (RSD) inferior a 20% conforme
preconizado pelo referido instrumento normativo.*

JI”

Ensaio 1

110.00
103,00
100,00

95,00

YRecuperagio

90,00

85,00

Ensaio? Ensaio3 Ensaiod

Figura 1. Porcentagem de recuperagdo do carbendazim extraido das
amostras de tomate pelo método ESL-PBT.

ESTUDO DOS EFEITOS DOS FATORES DO
PLANEJAMENTO FATORIAL 22

A significancia dos fatores e seus niveis foram
avaliados pelo teste t de student a 95% de confianca e 5%
de significancia. Na Tabela 2 estdo apresentados os efeitos
do tipo de agita¢@o e massa da amostra na porcentagem de
recuperagdo do carbendazim das amostras de tomate, onde
valores de p < 0,05 sdo significativos.?*

Tabela 2. Efeito dos fatores avaliados na extragdo do carbendazim em
matrizes de tomate.

Fatores Efeitos Erros p-valor
Tipo de agitagdo 0,96 + 1,063 0,3908
Massa da amostra 9,50 + 1,063 2,00E-05
Interagao entre 4028 |+ | 1,063 | 03615
Fatores

Segundo a andlise estatistica obtida pela aplicacdo
do teste t de student, apresentada na Tabela 2, apenas a
varia¢do namassadaamostrainterferiusignificativamente
narecuperacdo do carbendazim, uma vez que ao aumentar
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a massa do tomate de 0,5 gramas para 1,0 grama ocorreu
um aumento de 9,5% na porcentagem de recuperagdo
do carbendazim na amostra de tomate. Por outro lado, o
tipo de agitag@o nao apresentou resultados significativos,
isso porque, ao alterar a agitacdo por vortex para banho
ultrassonico ocorreu um pequeno aumento de 0,94%
na porcentagem de recuperagdo do carbendazim das
amostras de tomate.

O aumento de 9,5% observados na recuperacio
do carbendazim nas amostras de tomate ao elevar a
quantidade de amostra provavelmente tenha ocorrido
devido as caracteristicas fisico-quimicas do tomate,
uma vez que a presenga de compostos organicos como,
por exemplo, agucares, proteinas e vitaminas, além dos
carotenoides responsaveis pela coloragao do tomate,?32°
pode estar provocando pequenas interferéncias no sinal
cromatografico provocando um efeito de matriz de
adi¢@0.?° Sendo assim, o ensaio 2 foi selecionado para
prosseguir com o processo de validacdo da metodologia,
uma vez que se utiliza 0,5 gramas de amostra. Além disso,
neste ensaio utiliza-se o banho ultrassonico que viabiliza
a frequéncia analitica por permitir a homogeneizacdo de
varias amostras a0 mesmo tempo.

METODO ESL-PBT OTIMIZADO

Para a determinag¢do do carbendazim em amostras
de tomate deve-se: (1) triturar os tomates inteiros em
liquidificador industrial; (2) pesar 0,5 gramas da amostra;
(3) adicionar ao sistema 2 mL de agua deionizada e 4 mL
do solvente organico acetonitrila; (4) agitar em banho
ultrassdnico por 5 minutos; (5) deixar sob refrigeracdo
a aproximadamente -20 °C por 3 horas; (6) retirar uma
aliquota de 1 mL do sobrenadante e injetar em CLAE-UV.

VALIDACAO DO METODO ESL-PBT
SELETIVIDADE

A Figura 2 apresenta dois cromatogramas para
avaliacdo da seletividade do método ESL-PBT, obtidos
pela extracdo realizada no branco da matriz de tomate,
sobreposto com cromatograma obtido por meio da
fortificagdo da matriz tomate com solu¢do do padrio
carbendazim a 0,5 mg L.
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ataf Branco matiz fomate (2]1cd Detector A2 Jum
iData2:Padrao carbendazim a 0,5 ppm (2)cd Detector A:213nm

| Carbendazim
| 2.1 min

Resposta do detector

10000

Tempo (min)
Figura 2. Cromatograma solugdo do padro carbendazim a 0,5 mg L-1
(——— ) sobreposto com cromatograma obtido por meio da aplicag¢ao da
ESL-PBT no branco da matriz tomate (———— )

Como visto na Figura 2, ao observar a linha
correspondente ao cromatograma do branco da matriz de
tomate, verifica-se a auséncia de sinal cromatografico no
tempo de retengdo do carbendazim (tr = 2,1) indicando
a seletividade do método ESL-PBT na determinagdo
deste agrotoxico em amostras de tomate. O método ESL-
PBT tem demonstrado seletividade na determinagdo de
diferentes classes de agrotdxicos em diversificados tipos
de matrizes, como, por exemplo, em amostras de cenoura,'
caja-manga,’! banana®> e mamao.”’

LINEARIDADE

A Figura 3 apresenta o grafico de dispersdo onde ¢
verificada a relagdo entre as concentragdes do carbendazim
e a resposta do detector.
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40000
20000

0

Resposta do Detector

y =237936x + 1249,7
R%=0,9995

0 01 02 03 04 05 06

Concentragio carbendazim em mg L'

Figura 3. Curva analitica obtida pela fortificagao das amostras de tomate
com padrao carbendazim seguida da aplicagdo do método ESL-PBT.

Como pode ser observado na Figura 3 a curva de
calibragdo apresentou coeficiente de correlagdo de
0,9995. Segundo o guia de validagdo SANTE/11312/2021,

método cujas curvas analiticas apresentem coeficiente de
correlagdo superiores a 0,99 sdo considerados lineares,
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sendo assim, a linearidade do método ESL-PBT otimizado
para a determinagdo do agrotdxico carbendazim em
matrizes de tomate atende ao requisito estabelecido,

LIMITES DE DETECCAO (LD) E LIMITES DE
QUANTIFICACAO (LQ)

A menor concentragdo do carbendazim que gerou
sinal na linha de base do cromatograma foi de 0,07 mg
Kg', desta forma, este valor foi adotado como LQ do
método ESL-PBT. Efetuando a razdo do valor de LQ por
3,3, foi obtido um limite de detec¢do de 0,02 mg Kg'. O
carbendazim nio ¢ autorizado para a cultura do tomate,'°
desta forma, ndo ¢ estabelecido em sua monografia
limite maximo de residuos permitido impossibilitando a
comparacao do LD e LQ estabelecidos com a legislacdo
vigente. Entretanto, no PARA, biénio 2017-2018, foi
adotado limite maximo de residuo de 0,2 mg Kg' para o
tomate,’ dessa forma, nessa condigdo, tanto o LD quanto
LQ atendem o limite estabelecido.

PRECISAO E EXATIDAO

Na Tabela 3 estdo apresentadas as porcentagens médias
de recuperacao e seus respectivos desvios padrio relativo
do método ESL-PBT otimizado para a determinagdo do
agrotoxico carbendazim nas amostras de tomate.

Tabela 3. Porcentagens de recuperagao e valores do desvio padrao relativo
(DPR) para validagdo da exatiddo e precisdo do método ESL-PBT.

% Recuperagio
1xLQ 3xLQ 10xLQ
Extragdo 1 120 106 101
Extracao 2 105 101 105
Extracdo 3 109 111 102
Extracao 4 106 102 105
Extracao 5 107 98 105
Extracdo 6 103 105 102
DPR 8 4 2

Como pode ser observado na Tabela 3, as porcentagens
médias de recuperagdo do carbendazim nas amostras de
tomate apresentaram valores entre 98% e 120% e DPR<8%.
Segundo o guia de validagdo SANTE/11312/2021 métodos
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analiticos cujas porcentagens de recuperacao estejam entre
80% e 120% bem como DPR < 20% sdo considerados
exatos e precisos. O método ESL-PBT tem sido muito
utilizado como método alternativo e demonstrado exatidao
¢ precisdo para uma vasta gama de compostos organicos
em diferentes tipos de matrizes, esta técnica de extragdo
ja foi aplicada em matrizes alimenticias, ambientais,
biologicas e até mesmo de interesse forense sempre com
porcentagens de recuperacdo e variagdes analiticas dentro
dos limites estabelecidos pelos principais instrumentos
normativos de valida¢do de métodos analiticos.?

APLICACAO DO METODO ESL-PBT

Para aplicagdo do método, amostras de tomates
comercializadas em 4 estabelecimentos, localizados no
municipio de Itumbiara-GO, foram coletadas e analisadas
entre os meses de janeiro/2023 e junho/2023. As analises
realizadas nas amostras de tomate comerciais ndo indicaram
contaminacdo por residuos do agrotoxico carbendazim
dentro do limite de detec¢do do método ESL-PBT. Sendo
assim, as amostras analisadas ndo estavam contaminadas
com residuos do agrotéxico carbendazim ou estes residuos
estavam em concentragdes abaixo de 0,02 mg Kg™.

Conclusao

Neste estudo foi conduzido processo de otimizagdo
e validacdo de uma metodologia simples e eficiente,
baseada na ESL-PBT, para determinacéo de carbendazim
em amostras de tomate. O método desenvolvido ¢é
economicamente vidvel uma vez que utiliza apenas 0,5
gramas de amostra e 4 mL de solvente organico para
extrair o carbendazim da amostra de tomate. A validacao
do método constatou sua seletividade e coeficiente de
correlacdo R2>0,99 demonstrando sua linearidade. Foram
estabelecidos limites de determinagdo ¢ quantificagdo de
0,02 mg Kg' e 0,07 mg Kg'. O método validado foi exato
com porcentagens de recuperagdo entre 98% e 120% ¢
preciso com valores de RSD<8%. As amostras de tomates
coletadas em comércios localizados no municipio de
Itumbiara — GO ndo apresentaram residuos do agrotoxico
carbendazim ou estavam abaixo do limite de detec¢do do
método desenvolvido neste trabalho.
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