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RESUMO

MONTEIRO, Carolina Faria, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, setembro de
2012. Avaliacao da contaminacao de tomate hidropdnico com agrotéxicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Orientador: Antdnio Augusto Neves. Co-
orientadores: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz e André Fernando de Oliveira.

Na cultura hidropdnica a ocorréncia de doencas e pragas acontece em menor
propor¢cdo quando comparada ao cultivo convencional. Mesmo que a incidéncia de
doencas e pragas seja menor, ndo € descartada a utilizacdo de agrotdxicos nesta
cultura. Por este motivo, estudos envolvendo a avaliacdo da contaminagdo com
agroquimicos em uma cultura hidropdnica sdo relevantes. No presente trabalho,
uma cultura de tomate hidropdnico localizada na regido de Vigosa-MG foi avaliada
quanto a contaminacdo por agrotoxicos, tal avaliagcdo foi realizada utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV-Vis (CLAE-UV-Vis) e
espectrofotometria de absorcéo atdémica, respectivamente. Os agrotoxicos aplicados
nesta cultura foram: Vertimec 18EC®, Belt® e Supera®, que tém como principios
ativos abamectina, flubendiamida e hidréxido de cobre, respectivamente. Para a
extracdo dos agrotoxicos, flubendiamida e abamectina, das amostras de tomate foi
adaptado o método de extracdo sélido-liquido com particdo em baixa temperatura
(ESL-PBT), o protocolo experimental do método foi avaliado abrangendo os
seguintes parametros de desempenho analitico: seletividade e efeito de matriz,
linearidade de resposta do método, limite de deteccao, limite de quantificacéo,
veracidade/recuperacdo e precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria). Os
resultados obtidos mostraram que o método ESL-PBT e a subsequente analise por
CLAE-UV-Vis foram eficientes para a extracdo e andlise dos agrotoxicos de
interesse. Entretanto, os limites de deteccdo foram de 0,56 e 0,72 mg/kg para a
flubendiamida e abamectina, respectivamente. Estes sdo maiores do que o LMR
(limite maximo de residuos) dos principios ativos, que para a flubendiamida € igual a
0,10 mg/kg e para a abamectina é igual a 0,01 mg/kg. O método validado foi
utilizado para o monitoramento dos niveis de contaminacdo do tomate hidropdnico
no periodo de novembro de 2011 a junho de 2012. Durante o periodo de

monitoramento ndo foi detectada a presenca destes agrotdxicos nas amostras. Na
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avaliacdo do teor de cobre (Il), as mesmas amostras foram submetidas a digestéo
seca, na qual as cinzas obtidas foram diluidas em HNO3; 1 mol/L. A solug&o obtida foi
analisada em um espectrofotbmetro de absorcdo atdbmica em chama. As
concentracbes de cobre (Il) obtidas ficaram entre 0,45 e 1,71 mg/kg do fruto,
concentragfes estas que ficaram abaixo do limite méximo permitido, que é de 10
mg/kg. Desta forma, pode-se dizer que os tomates hidroponicos estao livres de
contaminacgdo, tanto nos niveis dos limites de deteccédo obtidos na validacdo do

meétodo quanto ao teor de cobre (Il) encontrado.
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ABSTRACT

MONTEIRO, Carlina Faria, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, september,
2012. Assessment of contamination of hydroponic tomato with pesticides by
high performance liquid chromatography. Adviser: Antdnio Augusto Neves. Co-
Advisers: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz and André Fernando de Oliveira.

In hydroponic culture the occurrence of diseases and pests happens to a lesser
proportion when compared to conventional tillage. Even though the incidence of
pests and diseases is lower, it is not ruled out the use of pesticides in this culture. For
this reason, studies involving the evaluation of contamination in a hydroponic culture
are relevant. In this project, a culture of hydroponic tomato located in Vicosa-MG was
used to assess contamination by pesticides such determination was carried out using
high performance liquid chromatography coupled with UV-Vis detector (HPLC-UV-
Vis) and atomic absorption spectrophotometry. The pesticides used in this culture
were: Vertimec 18EC®, Belt® and Supera® which have the active ingredients
abamectin, flubendiamide and copper hydroxide, respectively. For extraction of
pesticides flubendiamide and abamectin, from the tomato samples, the method of
solid-liquid extraction with low temperature partitioning (SLE-LTP) was used. This
method was adapted from a previously performed optimization. Hence a validation
was performed covering the following analytical performance parameters: selectivity
and matrix effect, response linearity of the method, detection limit, quantification limit,
accuracy/recovery and precision (repeatability and intermediate precision). The
results showed that the method SLE-LTP and analysis by HPLC-UV-Vis are efficient
for the extraction and analysis of pesticides of interest. However, the detection limits
presented in the order of 0,56 and 0,72 mg/kg for flubendiamide and abamectin,
respectively, are considered high when compared with MRL (maximum limit of
residues) of active ingredients. For flubendiamide is 0,10 mg/kg and abamectin is
0,01 mg/kg. The validated method was used to monitor the contamination levels of
hydroponic tomatoes from November 2011 to June 2012. During the monitoring
period was not detected the presence of these pesticides in the samples. In the
evaluation of copper (ll), the same samples were subjected to dried digestion, in
which the ashes obtained were diluted in HNO3; 1 mol/L. The resulting solution was

analyzed in a atomic absorption spectrophotometry with flame. The concentrations of
Xiv



copper (II) were between 0,45 and 1,71 mg/kg of the fruit. Such concentrations are
below the maximum allowed limit, which is 10 mg/kg. Thus, it can be said that the
hydroponic tomatoes are free from contamination, as in levels of detection limits

achieved in the validation of the method as the content of cooper (1) found.
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Introducéo

1 Introducéo

A partir da industrializacdo iniciada no século XVIII e intensificada desde
entdo, alterou-se muito a relacdo homem-natureza, acarretando uma nova
configuracdo na distribuicdo demografica no Brasil, na qual a agricultura se
constituiu como empresa e a populacédo da zona rural teve de suprir a alimentacao
do homem urbano (RODRIGUES, 2006). A grande demanda dos produtos agricolas
foi acompanhada pelo intenso uso de agrotoxicos nas culturas e,
consequentemente, pela presenca de residuos desses agrotoxicos nos alimentos.

Atualmente, a preocupacdo com a presenca desses residuos vem
aumentando e, como se sabe, eles sdo os mais indicados para combater os fatores
limitantes da producdo de alimentos, que sdo, sem duvida, as pragas, doencas e
ervas invasoras. O uso desordenado e excessivo desses produtos, além de causar
impactos ambientais, provoca contaminacdo de solos, agua e alimentos, podendo
acarretar problemas de saude ao consumidor.

Ao longo das duas Ultimas décadas, o monitoramento de residuos de
agrotoxicos em alimentos no Brasil foi marcado por uma série de esfor¢os isolados
de 6rgdos estaduais de saude, agricultura e instituicbes de pesquisas. Esse fato
impediu que o pais tivesse uma nocao clara dos niveis de agrotoxicos encontrados
em seus produtos agricolas (ANVISA, 2006).

Por esse motivo o Governo Federal, juntamente com a ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), criou, em 2001, o Programa de Analise de
Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), o qual tem como objetivo avaliar
continuamente os niveis de residuos de agrotoxicos nos alimentos in natura que
chegam a mesa do consumidor. A ANVISA coordena o programa em conjunto com
as vigilancias sanitarias dos estados que coletam os alimentos nos supermercados e
0S enviam aos laboratérios para analise (ANVISA, 2012a).

O monitoramento realizado pelo PARA estda chamando a atencdo dos
produtores e autoridades da area agricola em relacdo a aplicacéo desses produtos,
mas, mesmo assim, ainda é grande a quantidade de irregularidades encontradas no
uso de agrotoéxicos (ANVISA, 2006).

Segundo o relatério do PARA, no ano de 2007 foram encontrados para as

amostras de tomate percentuais de irregularidade superiores a 40%, atribuidos ao
1



Introducéo

uso de ingredientes ativos ndo autorizados, ou amostras que apresentaram niveis de
residuos de agrotdxicos acima do limite méximo permitido pela legislacdo. Os
indices de irregularidade decresceram em 2008 (18,7%), mas cresceram novamente
no ano seguinte, com valores superiores a 32%. Em 2010, o percentual de amostras
irregulares voltou a cair, chegando a 16,3% do valor total de amostras. N&o s6 o
tomate, mas outros alimentos consumidos in-natura, como abacaxi, alface, cenoura,
couve e laranja, possuem um histérico de irregularidades desde 2007. No ultimo
relatorio emitido pelo PARA, em 2011, o pimentdo apresentou o maior percentual de
irregularidades, que foi de 91,8%; em seguida vieram o morango, com valores
superiores a 60%; o pepino, 57,4%; a alface, 54,2%; e a cenoura, com 49,6% das
amostras com irregularidades.

Uma alternativa para a diminuicdo essas irregularidades seria o cultivo
hidropénico, que utiliza quantidades menores de agrotoxicos, pois o cultivo, além de
ser feito longe do solo, é realizado em ambientes controlados, procurando atender a
exigéncia de cada cultura. Em razao de o cultivo ser realizado em ambiente fechado
e controlado, o ataque de pragas e doencas € relativamente pequeno, diminuindo ou
anulando a aplicacdo de agrotéxicos (MARTINEZ; FILHO, 2006).

A baixa incidéncia de doencas € uma das principais vantagens da hidroponia,
mas a falta de cuidados para prevenir a acao de patdégenos pode ser uma ameaca a
produtividade do sistema (ZUAZO, 2011). Atualmente, uma opcdo sustentavel e
menos toxica para o controle de pragas e doencas no manejo hidropbnico € o
emprego de principios ativos de produtos naturais, os chamados defensivos
biolégicos. Porém, por ainda responder por uma pequena fatia do mercado agricola,
o segmento hidropbnico ndo comporta um mercado em condi¢cdes de absorver a
producdo de agrotdxicos especificos para este segmento. Em razdo disso, 0S
defensivos disponiveis no mercado (destinados ao controle de solo) sdo adaptados
ao manejo do cultivo hidroponico, assim é relevante o estudo da analise de residuo
de agrotoxicos em produtos hidropdnicos (VOLKWEIS, 2011).

O LAQUA (Laboratério de Quimica Analitica), da UFV, vem desenvolvendo,
nos ultimos anos, trabalhos de analise de residuos de agrotoxicos em diferentes
matrizes, como agua (VIEIRA et al., 2007), leite (GOULART et al., 2008), mel
(PINHO et al., 2010a), manteiga (MARTHE et al., 2010) e tomate (PINHO et al.,

2010b). Nesses trabalhos foram desenvolvidos e ou adaptados métodos de extracao
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e andlise, como o método de Extracdo Sdlido-Liquido com Particdo em Baixa
Temperatura (ESL-PBT), para amostras soélidas, e a Extracdo Liquido-Liquido
com Particdo em Baixa Temperatura (ELL-PBT), para amostras liquidas.

Com o proposito de ter um diagndstico da situacdo real do local, neste
trabalho o objetivo foi avaliar durante o ciclo produtivo do tomate hidroponico,
produzido na regido de Vigosa-MG, os niveis de sua contaminagéo por abamectina,
flubendiamida e cobre (II), usando-os quando necessario. Para a avaliacdo da
contaminacdo, as amostras foram submetidas ao método ESL-PBT, seguida de
andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV-Vis. Vale
ressaltar que na literatura ndo sdo encontrados estudos com esses compostos em

tomates hidropdénicos.
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2 Revisao de Literatura

2.1 Monitoramento de residuos de agrotoxicos

A agricultura brasileira tem-se destacado com numeros cada vez mais
expressivos na producdo, em area plantada, na exportacdo e na quantidade de
tecnologias empregadas no campo. Tal crescimento leva também a utilizacdo de
maiores quantidades de agrotéxicos na producdo agricola, colocando o Brasil como
o maior consumidor mundial. De forma geral, a aplicacdo de agrotoxicos esta
presente na maior parte das culturas, mas as que mais trazem preocupagdo sao
aguelas consumidas em grande quantidade pela populacdo na forma in natura
(ANVISA, 2006).

Como o Brasil € um pais de territdério extenso e possui varias pequenas
propriedades, os agricultores geralmente recebem pouca ou nenhuma informacéo
sobre a utilizacdo dos agrotoxicos e, consequentemente, sobre sua periculosidade.
Muitas vezes nao escolhem o agrotéxico correto nem possuem conhecimento no
preparo, aplicacéo, transporte, armazenamento e descarte das embalagens e sobras
desses agrotéxicos. Por esse motivo, um programa de monitoramento é
imprescindivel para populacdo (RODRIGUES, 2006).

Devido a importancia quanto a exposicdo dos produtores rurais e dos
consumidores aos residuos de agrotéxicos nos alimentos, Varios paises
implementaram o monitoramento de residuos de agrotoxicos. No Brasil, no Estado
de Minas Gerais, a instituicdo responsavel pelas andlises é o IMA (Instituto Mineiro
de Agropecuéria), no Estado de Sdo Paulo esse monitoramento € realizado pela
Companhia de Entrepostos de Armazém Gerais de Sao Paulo (CEAGESP), em
programa conjunto com o instituto Bioldgico da Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do estado. Nos demais estados e no Distrito Federal, a ANVISA,
juntamente com as vigilancias sanitarias de cada estado, sdo as responsaveis pelo
monitoramento. Em nivel internacional, paises como Estados Unidos e Canada e
membros da comunidade europeia tém programas nacionais de monitoramento de

residuos de agrotoxicos em alimentos in natura e processados (AMARAL, 2007).
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Com o objetivo de implantar ac6es de controle de residuos de agrotoxicos e
estruturar um servico para avaliar a qualidade dos alimentos, o Governo Federal
iniciou em 2001 o Programa de Analise de Residuos de Agrotéxicos em Alimentos
(PARA), o qual se transformou em um programa da ANVISA (Agéncia de Vigilancia
Sanitéria), no ano de 2003, através da resolucdo RDC 119. Este programa € uma
acdo do Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS), coordenado pela ANVISA
em conjunto com os 6rgdos de vigilancia sanitaria de 25 estados participantes e o
Distrito Federal. Ao longo de 9 anos foram obtidas conquistas que ainda beneficiam
todos os agentes das cadeias produtivas das culturas monitoradas pelo PARA. De
posse dos resultados do programa, eles podem desenhar estratégias integradas e
intervirem com acfes na producdo e comercializacdo de alimentos que estejam
livres da contaminacédo por agrotoxicos (ANVISA, 2009).

O monitoramento de residuos de agrotéxicos em alimentos nao € um trabalho
simples. Em cada uma das amostras, os laboratérios participantes do PARA fazem
uma busca por 92 tipos diferentes de substancias, incluindo aquelas proibidas no
pais (ANVISA, 2006). Entre julho de 2001 e dezembro de 2009 foram analisadas
12.072 amostras (JARDIM; CALDAS, 2012).

No ano de 2010, o PARA realizou coleta de amostras em 25 estados e no
Distrito Federal, seguindo o plano de amostragem estabelecido pelo programa.
Foram monitorados 18 tipos de alimentos: abacaxi, alface, arroz, batata, cebola,
cenoura, feijao, laranja, maca, mamao, manga, morango, pimentéo, repolho, tomate,
couve, beterraba e pepino. A escolha dessas culturas baseou-se nos dados de
consumo obtidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), na
disponibilidade desses alimentos nos supermercados das diferentes unidades da
Federacdo e no uso intensivo de agrotoxicos nessas culturas (ANVISA, 2010). Os
resultados do monitoramento deste ano apresentados pelo PARA mostraram a
necessidade de se desenvolver um planejamento estratégico que pudesse reduzir
os efeitos nocivos do uso dos agrotoxicos. Nesse planejamento, cabem aos 6rgaos
responsaveis pela formagdo dos produtores, como o servico de extensdo rural,
difundir a informacé&o e multiplicar os eventos de formacao dos agricultores em Boas
Praticas Agricolas (BPA). Aos responsaveis pelo controle do comércio e uso dos

agrotoxicos, como as Secretarias Estaduais e Municipais de Agricultura, cabe
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incrementar a fiscalizacdo dos pontos de vendas, da indicacao, da manipulagéo e da
aplicacao dos produtos nos locais de producdo (ANVISA, 2010).

2.2 Cultura do tomate

O tomate, originario das Américas, Central e do Sul, é cultivado em quase
todo o mundo, e a sua producédo global duplicou nos ultimos 20 anos. Um dos
principais fatores para a expansao da cultura é o crescimento do consumo. O tomate
€ um alimento funcional devido aos altos teores de vitaminas A e C, além de ser rico
em licopeno. Pesquisas apontam que o consumo dessa substancia, presente tanto
no fruto fresco como no processado, ajuda na prevencdo de canceres,
principalmente aqueles relacionados ao aparelho digestivo (CARVALHO;
PAGLIUCA, 2007).

O cultivo do tomateiro exige alto nivel tecnoldgico e intensa utilizacdo de mao
de obra. Como os precos dos produtos derivados do tomate sdo muito influenciados
pelo mercado internacional, a tecnologia de producédo deve buscar competitividade,
reduzindo custos de producédo e elevando os indices de produtividade e qualidade
(SILVA et al., 2003).

O cultivo convencional de tomate exige grande quantidade e variedade de
adubos quimicos e de agrotoxicos (inseticidas, acaricidas, fungicidas etc); esses
altimos representam aproximadamente 17% do custo da producdo (PENTEADO,
2004). Consequentemente, o uso dos agrotéxicos no tomateiro pode contaminar o
solo, a agua e os proprios frutos. Pode provocar também desequilibrios ecoldgicos,
por eliminar ou diminuir a eficiéncia dos inimigos naturais das pragas, resultando,
provavelmente, em surgimento de novas pragas, mais resistentes e persistentes
para a cultura (ALVARENGA, 2004).

A contaminacao do fruto do tomateiro se da predominantemente por residuos
de agrotoxicos que podem persistir como camadas superficiais nele depositadas.
Alguns pesticidas podem penetrar na superficie do fruto, dissolver-se e mover-se
para o interior, incorporando a polpa. A persisténcia dos pesticidas no fruto do
tomate é, entre outros fatores, fortemente influenciada pela umidade, temperatura e

suas caracteristicas fisico-quimicas. Para minimizar impactos ambientais causados
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pela aplicacdo de pesticidas, deve haver orientacdo técnica e agrondmica durante a
aplicacdo, com relagdo a dosagem necesséria, a época e as condi¢des climéticas
favoraveis (chuvas, velocidade e direcdo do vento etc.), para evitar a contaminacéo
do alimento (CABRAS et al., 1985).

Uma alternativa para a melhoria da cultura de tomate seria o cultivo por meio
de técnica hidropbnica, na qual as plantas sdo alimentadas com solucao nutritiva.
Essa técnica tem sido muito utilizada, pois permite o plantio durante todo o ano,
além de atender as exigéncias de producdo com uniformidade, alta qualidade, alta
produtividade, desperdicio minimo de &gua e nutrientes e 0 minimo uso de
defensivos agricolas (ALBERONI, 2004).

Um aspecto fundamental para o sucesso do cultivo hidropdnico € a escolha
da solucdo nutritiva, que deve ser formulada de acordo com o requerimento
nutricional da espécie a ser cultivada, ou seja, conter propor¢cdes adequadas de
todos os nutrientes essenciais para o crescimento da planta (SCHMIDT et al., 2001).

O cultivo hidropénico pode acontecer por dois sistemas: aberto e fechado. No
sistema aberto, a solucdo com os nutrientes ndo é reaproveitada apds passar pelas
raizes das plantas. Normalmente os substratos usados para este cultivo sdo o
substrato inorganico (areia, pedras diversas, argila expandida, casca de arroz), o
organico (fibra de coco, espumas diversas, casca de pinus compostada e turfa) e
misturas diversas contendo componentes inorganicos e organicos. A principal
funcdo do substrato é a sustentacédo da planta. No sistema fechado, a solucdo com
0S nutrientes é reaproveitada apos passar pelas raizes das plantas. Neste sistema,
também podem ser usados substratos. No cultivo em substrato, sédo utilizados tubos
gotejadores para distribuir a solucdo nutritiva, e cada planta recebe individualmente
esta solucdo (ALVARENGA, 2004).

No Brasil, o cultivo de hortalicas usando as técnicas hidropbnicas é de
introducdo recente e vem se expandindo rapidamente nas proximidades dos
grandes centros urbanos, onde ha grande demanda por produtos horticolas e as
terras agricultdveis sdo escassas e caras. Nessas regides, as hortalicas séo
produzidas, em sua maior parte, sob cultivo protegido, situacdo em que o sistema

hidropbnico apresenta-se como alternativa vantajosa (MARTINEZ; FILHO, 2006).
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2.3 Agrotéxicos

Varios sdo os agrotéxicos usados na plantacdo de tomate. Alguns s&o:
abamectina, bifentrina, carbofurano, enxofre, mancozebe, profenofds, hidréxido de
cobre, estreptomicina, azoxistrobina, flubendiamida, clorotalonil, difenoconazol,
idropiona, procimidona, acefato, cipermetrina, deltametrina e imidacloprido. Mesmo
com uma grande variedade de agrotdxicos autorizados para a cultura do tomate,
ainda sim encontra-se residuos de agrotoxicos nao autorizados para essa cultura,
como: pirazofés, clorpirifos, diclorvds e matamidofés, encontrados no ultimo PARA
(ANVISA, 2010).

Neste estudo, a analise de residuos de agrotdxicos restringiu-se aos
principios ativos usados em plantacbes de tomates hidropdnicos na regido de
Vicosa-MG. Os agrotéxicos estudados foram a Abamectina, a Flubendiamida e o
Hidroxido de Cobre (ll). Na Tabela 1 encontram-se a férmula estrutural, a classe, o
grupo quimico, a classifica¢éo toxicolégica, a massa molecular, o Ko, (coeficiente de
particdo octanol-agua), e a solubilidade em agua de cada um dos principios ativos

analisados.
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Tabela 1. Férmula estrutural, classe, grupo quimico, classificacdo toxicolégica, massa molar, Koy, € solubilidade em &gua dos

principios ativos analisados.

Gruno Classificacso Massa Kow (PH 7,0  Solubilidade
Agrotoxico Férmula Estrutural Classe up siticac Molar ea20°C) em Agua
Quimico Toxicologica -1 1
(g mol™) (mg L)
kﬁw’%., i}h
TNWN c{%\\\ -~ Acaricida Classe Ill
Abamectina AN kw e Avermectina  (Moderadamente 866,6 2,51 X 10* 1,21
ey | N Inseticida toxico)
AN
BN
SL ’
F\c/F
H. P \C/F
I e
I\ Diamida do Classe lll
Flubendiamida e Inseticida . . (Moderadamente 682,39 1,58 X 10* 0,029
o acido ftalico o
i toxico)
1 H/N\C/CHS
H:,c/ \cH2 o]
O>S/<CH3
A Cu(OH), Fungicida Classe Il
Hidroxido de e _Comgo_sto (Moderadamente 97,56 2,75 0,506
Cobre (Il) - inorganico o
Bactericida toxico)

Fonte: (ANVISA, 2012c); (IUPAC, 2012); (AGROFIT, 2012).
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A Abamectina é produzida pelo fungo ascomiceto Streptomyces avermitilis. E
uma mistura de dois homologos das avermectinas denominados Bi, € Bip, que
consiste em uma quantidade maior ou igual a 80% do componente B;; € uma
quantidade menor ou igual a 20% do componente Bi, (HERNANDEZ-BORGES et
al.,, 2007). Agrotéxicos com este principio ativo podem ser aplicados em
pulverizacbes com equipamento manual, motorizado, costal, estacionario ou
tratorizado. As doses de preparacédo da calda, usada na plantacao de tomate, variam
entre 75 e 100 mL do produto comercial/100 L de agua, conforme a praga que se
queira combater. Para a cultura de tomate, o periodo de caréncia, que € o intervalo
de tempo, em dias, que deve ser observado entre a aplicacdo do agrotoxico e a
colheita do produto agricola, deste agrotoxico é de 3 dias (AGROFIT, 2012).

A flubendiamida é um novo pesticida pertencente ao grupo quimico das
diamidas de &cidos ftalicos. Apresenta excelente atividade em insetos, tanto na fase
adulta quanto na fase larval, tendo uma répida acdo e excelente atividade residual
contra um amplo espectro de pragas de insetos lepidopteros (PARAMASIVAM;
BANERJEE, 2011). Tem um perfil ecoldgico, ecotoxicolégico e ambiental favoravel,
pois apresenta baixa toxicidade em mamiferos, ndo possuindo propriedades
genotdxicas, mutagénicas e oncogénicas (ESA, 2006). O produto comercial que
contém a flubendiamida como principio ativo deve ser aplicado com equipamentos
terrestres (pulverizador costal manual, motorizado e tratorizado). Para a cultura de
tomate, a dose recomendada para a preparacdo da calda é de 10 — 12,5 mL do
produto comercial/20 — 30L de &gua, e seu periodo de caréncia € de 7 dias
(AGROFIT, 2012).

O cobre (Il) é de vital importancia para o metabolismo das plantas. Participa
de muitos processos fisiologicos, como: fotossintese, respiracdo, distribuicdo de
carboidratos, reducdo e fixacdo de nitrogénio e metabolismo de proteinas e da
parede celular. Além disso, influencia na permeabilidade dos vasos do xilema a agua
e esta envolvido em mecanismo de resisténcia a doencas. Produtos a base de cobre
sao utilizados como fungicidas, os quais apresentam baixa toxicidade para as
plantas, animais e ambiente, bem como proporcionam ac&o nutricional para as
plantas e exibem certa acdo sobre doencas causadas por bactérias (PRADO, 2004)

Os fungicidas cupricos sdo considerados produtos preventivos de contato, ou

seja, ndo possuem acao curativa contra doengas fungicas quando num grau mais
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adiantado de infec¢do; também ndo sdo sistémicos na planta. Portanto, esses
fungicidas precisam ser utilizados antes que a doenca se estabeleca, devendo a
aplicacdo da calda proporcionar boa cobertura na planta. Apesar de o fungicida
cuprico ser um produto relativamente pouco solivel em agua, suas particulas
liberam, ao longo do tempo, os ions de cobre (Cu®*) na superficie do tecido vegetal.
Estes ions irdo interferir fisiologicamente no patégeno (fungo), impedindo a
ocorréncia da doenca. No caso de doencas causadas por bactérias, a acdo de
controle do ion caracteriza-se mais por uma acao fisica na superficie do tecido
vegetal (“endurecimento da cuticula”), dificultando o estabelecimento das bactérias
neste tecido (COOPERCITRUS, 2012).

Os fungicidas cupricos sdo aplicados com pulverizador costal ou tratorizado.
Na cultura de tomate recomenda-se utilizar de 3 a 4 L do produto comercial/1000 L
de &gua, para a preparacdo da calda. Essa dose depende da doenca a ser
combatida. Para esta cultura, o periodo de caréncia ndo apresenta restricbes
(AGROFIT, 2012).

O limite maximo de residuos (LMR) é a quantidade maxima de residuo do
principio ativo, oficialmente aceita no alimento, em decorréncia da aplicacédo
adequada numa fase especifica, desde sua producdo até o consumo, expressa em
miligramas do principio ativo por quilo do alimento analisado (mg/kg). Este
parametro é o mais importante, ndo sé para a saude publica, mas também para o
comércio internacional, visto que ocasiona diversos impactos que podem
representar, em alguns casos, obstaculos ao comércio entre 0s paises,
especialmente quando os valores estabelecidos por um pais diferem dos
estabelecidos por organiza¢@es internacionais (FERMAM; ANTUNES, 2009).

Por estas razdes, torna-se importante conhecer os LMR’s de alguns 6rgaos
nacionais e internacionais, como os designados pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria brasileira (ANVISA), a “European Union” (EU) e o “CODEX Alimentarius”

para os principios ativos em estudo. Esses limites sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Limite méximo de residuos para os agrotoxicos analisados.

o LMR — ANVISA LMR -EU LMR — CODEX
Agrotoxico 1 1 1
(mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)
Abamectina 0,01 0,02 0,02
Flubendiamida 0,10 0,20 2,00
Hidroxido de
10,00 5,00 n.f.
Cobre (II)

n.f.: ndo fornecido
Fonte: (ANVISA, 2012c); (ANVISA, 2012b); (EU, 2012); (CODEX, 2012).

2.4 Métodos de extracao

A andlise de residuos de pesticidas em amostras alimenticias geralmente é
dificultada devido a presenca de interferentes em matrizes complexas
(LAMBROPOULOU; ALBANIS, 2007). Por este motivo, varios métodos foram
desenvolvidos com o objetivo de maximizar a recuperacao de analitos e minimizar a
presenca de interferentes.

O primeiro método multirresiduo foi desenvolvido na década de 1960 por
Mills. Ele se baseia em uma extracdo com acetonitrila, sendo usado basicamente na
determinacdo de compostos organoclorados apolares em amostras ndo gordurosas
(DIEZ et al., 2006). Posteriormente, foi desenvolvido o método denominado método
de Luke, em 1975, que consiste em uma etapa de extracdo de 100 g de amostra
utilizando acetona (200 mL), seguida de uma particdo liquido-liqguido com solventes
apolares (éter de petréleo e diclorometano), sendo utilizados 100 mL de cada. Com
objetivo de obter maiores percentuais de recuperacdo para 0s compostos polares,
adicionou-se cloreto de sodio (NaCl) na fase aquosa para favorecer a transferéncia
destes para a fase organica (SCHENCK, 2002). Devido as questbes ambientais,
estes métodos foram muito estudados com o intuito de reduzir o volume de
solventes utilizado na etapa de extracao (PRESTES et al., 2009).

Recentemente, os métodos para andlise de residuos de pesticidas em frutas

e vegetais evoluiram significativamente em termos de simplificacdo, minimizagéo e
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melhoria de extracdo e purificacdo das amostras. Os métodos analiticos consistem
geralmente na extracdo do analito da matriz, purificacdo para remocdo de
impurezas, pré-concentracdo dos analitos e, finalmente, analise instrumental
(KAIPPER et al., 2001). As etapas de pré-tratamento, incluindo o isolamento e pré-
concentracdo do analito de interesse, ocupam, geralmente, a metade do tempo
excedente da andlise total (BRONDI; LANCAS, 2005). A selecao dos procedimentos
a serem efetuados depende das caracteristicas da amostra, da presenca de
componentes de tragos e da concentracio do analito (PACAKOVA et al., 1996).

Entre os métodos analiticos existentes, os mais usados para a extragdo de
pesticidas em amostras alimenticias sdo a microextracdo em fase sélida (MEFS)
(KATAOKA et al., 2000), extracdo por barra sortiva (EBS) (SANDRA et al., 2001),
extracdo em fase solida (EFS) (DI MUCCIO et al., 2006), dispersdo de matriz em
fase sélida (DMFS) (KRISTENSON et al., 2006), extracdo assistida por microondas
(EAM) (ESKILSSON; BJORKLUND, 2000), e extracdo por fluido supercritico (EFS)
(LEHOTAY, 1997). Estes meétodos sao robustos, eficientes e fornecem boa
guantidade de dados analiticos. Porém, recentemente, com o objetivo de superar
limitagBes praticas dos meétodos ja existentes, introduziu-se um novo procedimento
de preparo de amostra para a extracdo de residuo de agrotéxicos denominado
QUEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged and safe), que, desde seu
desenvolvimento e publicacéo, tem sido um dos métodos mais usados (PRESTES et
al., 2009 & WILKOWSKA; BIZIUK, 2011).

Mesmo com o desenvolvimento dos métodos citados, a extracdo liquido-
liguido continua sendo muito empregada para amostras liquidas, por ser uma
técnica simples, que ndo exige instrumentacdo sofisticada, e € de facil execucao.
Uma variacdo da técnica de extracao liquido-liquido foi, no passado, desenvolvida
para extracdo de pesticidas em plantas e matrizes animais, em que 0S materiais
gordurosos eram separados por precipitacdo em baixa temperatura. O abaixamento
da temperatura a valores td0 baixos como o recomendado (-70 °C) impedia o uso
intensivo do método. Recentemente, o emprego do método de extracdo liquido-
liguido e particdo em baixa temperatura (ELL-PBT) foi desenvolvido para a analise
de piretréides em leite (GOULART et al., 2008). O método aplicado em amostras de
leite consistiu na adicdo de acetonitrila @ amostra em uma proporgdo de 2:1 (v/v).

Com a adicdo da acetonitrila é formada uma fase Unica liquida contendo agua e
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solvente. A mistura formada pela fase liquida e o material sélido do leite € resfriada a
-20 °C. Com o abaixamento da temperatura, o material sélido é precipitado e
aprisionado na fase aquosa congelada. A acetonitrila, de temperatura de
congelamento igual a -46 °C mantém-se liquida e é retirada faciimente. As taxas de
recuperacdo dos piretroides ficaram proximas de 90%, ndo sendo necessarios
outros processos de purificacao (VIEIRA et al., 2007).

Outro método bastante empregado na extracdo de pesticidas em amostras
ambientais € a extracdo solido-liquido com particdo em baixa temperatura. Este
método foi adaptado para andlise simultdnea de quatro pesticidas em amostras de
batata (DARDENGO, 2007).

Os solventes mais empregados nos meéetodos ELL-PBT e ESL-PBT séo a
acetonitrila, acetato de etila, metanol e acetona. Estes métodos apresentam como
vantagens: baixo consumo de solvente e auséncia de etapas de clean-up, muitas

vezes requeridas em varios outros métodos de extracao.

2.5 Técnicas de anélise

Devido as baixas concentracdes de residuos de agrotoxicos nos alimentos,
torna-se um grande desafio monitora-los. Uma técnica bastante aplicada na analise
de residuos de agrotoxicos é a cromatografia, podendo ela ser a cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) ou a gasosa (CG). Cromatografia € empregada de
forma ampla, permitindo a separacéo, identificacdo e determinacdo de componentes
guimicos em misturas complexas. A cromatografia € considerada uma técnica
poderosa e de aplicacéo bastante generalizada (SKOOG et al., 2005).

Na cromatografia gasosa (CG), a separacdo baseia-se na diferente
distribuicdo das substancias da amostra entre uma fase estacionaria (solida ou
liguida) e uma fase movel (gasosa). A amostra, por meio de um sistema de injec¢éo,
€ introduzida em uma coluna contendo a fase estacionaria. O uso de temperaturas
convenientes no local de injecdo da amostra e na coluna possibilita a vaporizagéao
dessas substancias que, de acordo com suas propriedades e as da fase

estacionaria, sao retidas por tempos determinados e chegam a saida da coluna em
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tempos diferentes. O uso de detector adequado na saida da coluna torna possivel a
deteccao e quantificacdo dessas substancias (COLLINS et al., 2006).

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), o analito a ser analisado
dilui na fase movel, a qual o levara até uma coluna cromatografica, onde ocorrera a
separacdo, devido a particdo entre as fases. O sucesso do uso da cromatografia
liguida requer a combinacgdo certa de uma variedade de condi¢cbes, como o tipo de
coluna, seu diametro e temperatura; o tipo da fase movel e seu fluxo, e a quantidade
de amostra. Para selecionar a melhor condicdo cromatografica, faz-se necessario
um estudo destes parametros (LANCAS, 2009).

A instrumentacdo da CLAE é composta basicamente de oito componentes,
gue sao: reservatorio da fase movel, bombas de alta presséo, sistema de introducéo
da amostra, coluna, detector, reservatorio de residuos, tubos conectores e
computador com um programa de integracao de picos (SETTLE, 1997).

Neste estudo, os compostos flubendiamida e abamectina foram analisados
por cromatografia liquida. Os cromatografos podem ser acoplados a diferentes
detectores. No entanto para a abamectina, muitos estudos reportam o0 uso dos
detectores de fluorescéncia, UV-Vis e espectrometria de massa em diversas
matrizes analisadas (VUIK, 1991 & DISERENS; HENZELIN, 1999 & VALENZUELA
et al,, 2000 & WU et al., 2001 & POZO et al., 2003 & SARI et al., 2004 &
HERNANDEZ-BORGES et al., 2007). Na andlise da flubendiamida, os detectores de
UV-Vis (feixe simples) e UV com arranjo de diodos sdo usados para a avaliacdo de
residuos deste pesticida em diferentes matrizes (BATTU et al, 2008 &
MOHAPATRA et al., 2011 & PARAMASIVAM; BANERJEE, 2011 & SINGH et al.,
2011 & KALE et al., 2012 & PARAMASIVAM; BANERJEE, 2012).

2.6 Anédlise de cobre

A ingestdo de cobre (Il) é indispensavel a salude humana, sendo essencial
para diversas funcbes, como: mobilizagdo do ferro para a sintese de hemoglobina e
componente de varias enzimas. Sua deficiéncia provoca anemia e retardo do
crescimento. No entanto, quantidades elevadas de cobre podem ser prejudiciais a

saude, causando irritagdo no nariz e na garganta, ndusea, vomitos e diarreia. Além
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disso, doses muito elevadas de cobre podem causar danos ao figado e rins
(ANDRADE et al., 2004 & TOKALIOGLU; LIVKEBABCI, 2009).

Devido a esses fatores, vé-se a importancia da andlise de cobre (lI) em
amostras de tomate. Varios métodos sdo sugeridos para analise de metais em
amostras vegetais, porém o mais recomendado refere-se a digestdo da amostra e
andlise por absorcdo atbmica. A digestdo da amostra pode ser feita via seca ou via
umida. A digestdo por via seca € uma das técnicas mais antigas e simples de
analise de amostras vegetais. Na digestdo por via seca a matéria organica do
vegetal € incinerada na mufla a 450-550 °C, e o residuo inorganico (cinza) €
dissolvido na solugédo de acido diluido. Ja na digestdo por via Umida a matéria da
amostra vegetal € oxidada com acidos minerais concentrados e a quente. Os acidos
HCI, HNO3, HCIO4 e H,SO, séo utilizados individualmente ou misturados (SILVA,
1999).

Um método bem sucedido e um dos mais utilizados na determinacdo de
metais em baixa concentracdo € a espectrofotometria de absorcdo atdbmica em
chama (EAA), em razdo de sua simplicidade, efetividade e custo relativamente
baixo. Este método é muito usado para determina¢@es de rotina de tragos (SKOOG
et al., 2005).

A determinacdo de espécies atdmicas somente é feita em meio gasoso. Por
esse motivo, a primeira etapa de todos os procedimentos da espectrofotometria
atdbmica € a atomizacao, processo no qual a amostra € volatilizada e decomposta em
atomos em fase gasosa (HARVEY, 2000). Esse processo, aliado a introducdo da
amostra, € um dos mais importantes nas determinacdes por EAA, uma vez que esta
diretamente relacionado com a sensibilidade do método.

Na EAA com chama, a solucdo a ser analisada é aspirada por um
nebulizador, que introduz a amostra constantemente, convertendo-a em uma névoa.
Dito mais detalhadamente, a amostra, que passa por um tubo capilar, é aspirada por
uma camara de pulverizagdo por passagem de uma corrente de gas de alta vazéo, a
qgual pode ser constituida por um ou mais gases de combustdo. O impacto da
amostra com dispersores (usualmente pérolas de vidro), presente no nebulizador,
produz um aerossol A névoa de aerossol se mistura com os gases de combustéo na
camara de pulverizacdo antes de passar para o0 queimador, onde a energia térmica

da chama transforma a névoa de aerossol em névoa de aerossol seco, constituido
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por pequenas particulas solidas. Esta energia térmica volatiliza as particulas,
produzindo um vapor que consiste em espécies idnicas e atomos livres (HARVEY,
2000).

A fonte mais usual é a lampada de catodo oco, que contém o analito de
interesse. Esse elemento é excitado pela passagem de corrente, gerando um
conjunto de linhas de radiacdo. Esse feixe de radiacédo € incidido no vapor formado
por espécies ibnicas e atomos livres. Esta radiacdo atenuada da fonte entra em um
monocromador, o qual isola a linha de interesse. Em seguida, a poténcia radiante da
fonte (intensidade de luz transmitida), ou seja, aquela atenuada pela absor¢éo dos
atomos no estado gasoso € medida pelo detector (um fotomultiplicador ou um
detector de estado sélido). O sinal é entdo processado e dirigido para um sistema

computacional (SKOOG et al., 2005).
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Objetivos

3.1

3.2

Objetivo geral

Avaliar a contaminacdo por agrotoxico de uma cultura de tomate
hidropbnico produzido na regido de Vigosa-MG, utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrofotometria de

absorcao atomica.

Objetivos especificos

Validar o método de extracdo, ESL-PBT (extracdo sélido-liquido com
particdo em baixa temperatura), e andlise para avaliar a contaminacao
da cultura de tomate, por agrotoxicos;

Aplicar o método validado para a identificacdo e quantificacdo, se
presentes, dos agrotoxicos, em amostras de tomate coletadas no
periodo de novembro de 2011 a junho de 2012;

Avaliar o teor de cobre (ll) presente nas amostras de tomate
hidropdnico, no periodo de novembro de 2011 a junho de 2012,

utilizando espectrofotometria de absorcédo atbmica em chama.

18



Materiais e Métodos

4 Materiais e Métodos

4.1 Caracteristicas da cultura de tomate hidrop6nico

O cultivo do tomate hidropdnico foi realizado pelo Sitio Gameleira, localizado
nas proximidades de Vicosa-MG, sendo a variedade do tomate hidropdnico
Dominador F;. O cultivo foi realizado em 5 estufas com dimensdes iguais a 60 x 8 m.
Nestas, o0s tomateiros foram plantados em vasos, de capacidade de
aproximadamente 10 L, contendo areia como substrato. Fez-se a irrigacdo das
plantas por gotejamento com a solucao nutritiva.

Os tomateiros estavam organizados nas estufas em linhas. Cada estufa tinha
aproximadamente 6 linhas, e cada linha, aproximadamente 220 plantas.

O tutoramento, que consiste na conducdo das plantas a medida que
desenvolvem, foi feito com fitilhos, que servem de apoio e sustentacdo para as
plantas.

Realizou-se o cultivo hidroponico dos tomateiros por meio do sistema aberto,

no qual a solugéo nutritiva ndo € reaproveitada.

4.2  Agrotéxicos

Os produtos comerciais Vertimec 18EC® (Syngenta), Belt® (Bayer) e
Supera® (Oxiquimica), que tém como principio ativo a abamectina, a flubendiamida
e o hidroxido de cobre (Il), respectivamente, foram pulverizados com um
pulverizador manual. Aplicaram-se o0s agrotoxicos nas plantas de tomates
hidropbnicos, quando necessario.

Utilizaram-se os agrotéxicos Vertimec 18EC® e Belt® somente no periodo de
verdo, com o objetivo de prevencéo de acaros e larvas de insetos. Ja o Supera® foi
aplicado durante todo o periodo do monitoramento da contaminacdo dos tomates

hidropénicos, visando controle de doencgas fungicas e bacterianas.
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Na preparacdo da calda utilizaram-se 50 mL do Supera®, 20 mL de Vertimec
18EC® e 2 mL de Belt® em 20 L de agua.

Os agrotéxicos foram aplicados durante a fase inicial de 30 a 50 dias,
utilizando-se 20 L de calda, uma vez por semana, e na fase adulta, de 60 a 90 dias,
usando-se 40 a 60 L de calda, também uma vez por semana. Essas quantidades

nao variaram nos periodos em que se usavam todos 0s agrotoxicos ou apenas um.

4.3 Coleta de amostras para a avaliacdo dos niveis de contaminacgao
de tomates hidropdnicos produzidos naregido de Vigosa-MG

O periodo de coleta dos frutos iniciou-se em novembro de 2011, estendendo-
se até junho de 2012. A coleta, de aproximadamente 10 frutos por estufa, ocorreu
semanalmente, em duas fases de maturacdo: verdes e maduros. Os frutos foram
retirados de plantas aleatorias, de diferentes estufas e em diferentes alturas das
plantas.

Durante o processo de embalagem dos frutos fez-se uma limpeza deles
utilizando toalhas de papel, numa tentativa de reduzir o material particulado em sua
superficie externa. Dessa forma, quatro tipos de amostras foram denominadas para
este estudo: tomate verde nao-limpo (TVNL), tomate verde limpo (TVL), tomate
maduro ndo-limpo (TMNL) e tomate maduro limpo (TML).

Na Tabela 3, sdo apresentados os produtos comerciais, principios ativos,
dosagens para a preparacéo das caldas, data de aplicacdo e datas das amostragens

dos frutos analisados.
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Tabela 3. Produto comercial (principio ativo), dosagem da calda, data de aplicacdo e datas de amostragens do tomate cultivado no

sistema hidroponico.

Produto comercial
(principio ativo)

Dosagem da calda

Data de aplicacao

Datas de amostragens

Periodo de amostragem: 14/11/2011 — 24/11/2011 (Estufa 5)
Supera® (Hidréxido de Cobre) 2,5 mL/L 07/11/2011 14/11/2011
24/11/2011
Periodo de amostragem: 20/12/2011 — 18/01/2012 (Estufa 3)
Supera® (Hidréxido de Cobre) 2,5 mL/L 07/12/2011 20/12/2011
18/01/2012
Periodo de amostragem: 25/01/2012 — 15/02/2012 (Estufa 2)
Supera® (Hidréxido de Cobre) 2,5 mL/L 25/01/2012
Vertimec 18EC® (Abamectina) 1 mL/L 21/01/2012 01/02/2012
08/02/2012
Belt® (Flubendiamida) 0,1 mL/L 15/02/2012
Periodo de amostragem: 06/03/2012 — 23/03/2012 (Estufa 1)
Supera® (Hidréxido de Cobre) 2,5 mL/L 06/03/2012
31/01/2012 13/03/2012
Belt® (Flubendiamida) 0,1 mL/L 23/03/201.2
Periodo de amostragem: 12/04/2012 — 25/04/2012 (Estufa 4)
. . 12/04/2012
Supera® (Hidroxido de Cobre) 2,5 mL/L 20/03/2012 18/04/2012
25/04/2012
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Tabela 3 (cont.). Produto comercial (principio ativo), dosagem da calda, data de aplicacdo e datas de amostragens do tomate
cultivado no sistema hidropénico.

Produto comercial

o . Dosagem da calda Data de aplicacao Datas de amostragens
(principio ativo)

Periodo de amostragem: 09/05/2012 — 06/06/2012 (Estufa 5)

Supera® (Hidréxido de Cobre) 2,5 mL/L

09/05/2012

Vertimec 18EC® (Abamectina) 1 mL/L 08/05/2012 23/05/2012
15/05/2012 30/05/2012

Belt® (Flubendiamida) 0,1 mL/L 06/06/2012
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4.4  Preparo das solucgdes-padrao

Solugdes-estoque de 1000 mg L™ foram preparadas pela solubilizagéo de
guantidade adequada dos principios ativos abamectina (93% m/m — Dr. Ehrenstorfer
GmbH) e flubendiamida (98% m/m - Dr. Ehrenstorfer GmbH) em acetonitrila (Sigma-
Aldrich) grau HPLC. A solucdo trabalho contendo os dois principios ativos, na
concentracdo de 100 mg L™, foi preparada pela diluicdo das solucées-estoque no
mesmo solvente.

Estas solugbes foram armazenadas em freezer a temperatura de

aproximadamente -20 °C.

4.5 Analise cromatografica

As analises cromatograficas foram feitas por CLAE (Shimadzu LC20AT)
equipado com detector UV-Vis (Shimadzu SPD 20A), forno da coluna (Shimadzu
CTO 10ASVP), injetor automatico (Shimadzu SIL 10AF) e sistema de integracéo
(Shimadzu LabSolution). A coluna utilizada foi a Phenomenex Luna 3um, Cjg, 150 X
4,6 mm.

Como as analises dos principios ativos foram realizadas por CLAE acoplado a
um detector UV-Vis, fez-se uma varredura para obtencédo do espectro de absorcao
de cada principio ativo em um espectrofotdmetro (Varian — Cary 50), na regiao do
UV-Vis (190 — 290 nm), a fim de se conhecer o comprimento de onda de maxima
absorcdo dos principios ativos de interesse (HERNANDEZ-BORGES et al., 2007 &
PARAMASIVAM; BANERJEE, 2011).

As leituras foram feitas com os padrdes diluidos nas concentrac6es de 10 mg
L™ e 5 mg L™ de flubendiamida e abamectina, respectivamente.

Otimizaram-se as seguintes condigBes cromatograficas: proporcdo de fase
movel (acetonitrila:dgua), vazdo da fase movel e comprimento de onda de maxima

absorcdo dos compostos.
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4.6 Método de extracao

O método de extracdo usado para 0 monitoramento de residuo de agrotoxicos
em tomate foi adaptado de estudos desenvolvidos por Pinho et al. (2010b).

O tomate foi triturado em um liquidificador doméstico (Walita) até completa
homogeneizacéo, transformando-se em polpa. Apés este procedimento, em frascos
de vidro, com capacidade de 22 mL, foram medidos 4,0000 g da polpa em uma
balanca analitica (Sartorius), com precisdo de 0,1 mg. Em seguida, a mistura
extratora, na proporgdo 1:2 (amostra:mistura extratora), que consistia em 0,5 mL de
agua destilada, 1,5 mL de acetato de etila (Vetec) e 8,0 mL de acetonitrila (Sigma-
Aldrich — grau HPLC), foi adicionada a polpa de tomate. A mistura foi
homogeneizada em mesa agitadora (Tecnal - 420) por 15 minutos, a 275 oscilacbes
por minuto. Logo depois, a mistura foi levada para uma centrifuga (FANEM — modelo
206 MP) e centrifugada a 854,7 g, por 5 minutos. Apds a centrifugacao, os frascos
foram deixados em freezer por 3 horas, para que houvesse a separacao das fases
pelo congelamento da fase aquosa e da polpa. Posteriormente, 1,8 mL da fase
orgéanica, que fica como sobrenadante, foi recolhido em uma seringa, na qual foi
acoplado um filtro (Millex™) com membrana PTFE modificada, de 13 mm de
didmetro, com 0,45 pm de porosidade. Por ultimo, as amostras foram filtradas em
vials e analisadas por CLAE-UV-Vis, nas condi¢des previamente estabelecidas.

4.7 Validacdo do método de extracado

Na validacdo do método de extracdo solido-liquido com particio em baixa
temperatura (ESL-PBT), em tomate, e na andlise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector UV-Vis foram avaliados os seguintes parametros de
desempenho analitico: seletividade e efeito de matriz, linearidade de resposta do
método, limites de deteccdo e de quantificagdo do método, veracidade e precisao
(repetitividade e precisdo intermediaria). Os procedimentos realizados para a
validagdo do método foram baseados em orientagdes encontradas na literatura
(MAPA, 2011), (INMETRO, 2010), (EURACHEM, 2005), (RIBANI et al., 2004),
(ANVISA, 2003), (INMETRO, 2003), (THOMPSON et al., 2002), (ICH, 1995).
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4.7.1 Seletividade e efeito de matriz

Seletividade de um meétodo refere-se a extensdo até a qual ele pode
determinar analito(s) especifico(s) huma mistura complexa, sem interferéncia de
outros componentes na mistura (EURACHEM, 2005).

A avaliacdo da seletividade foi feita comparando-se cromatogramas de
extratos da matriz isenta dos principios ativos estudados, matriz branca, com
cromatogramas de uma solugéo-padréo contendo os principios ativos.

Para avaliacdo do efeito de matriz, fizeram-se duas curvas analiticas: uma
contendo flubendiamida e abamectina em acetonitrila, e outra, 0os mesmos
compostos fortificados no extrato da matriz. Este extrato foi obtido de amostras de
tomate isentas dos principios ativos, submetida a técnica ESL-PBT adaptada. Todas
as solucoes deste ensaio foram preparadas em triplicata.

As concentragcdes de flubendiamida e abamectina usadas para a construcao
das curvas foram: 0,6; 1,9; 3,2; 4,4;5,7; 6,9 mg L ™.

Concluida a analise das solucdes em acetonitrila e no extrato da matriz por
CLAE-UV-Vis, foram construidas duas curvas analiticas para cada principio ativo.
Posteriormente, calculou-se a porcentagem do efeito de matriz, sendo o célculo
realizado segundo a Equacéao (1) (Pinho et al., 2010c).

(X1-X2)

Efeito de matriz (%) = x 100 Equacéo (1)

Em que:

X, = média das areas da solucao analitica de cada agrotdxico, preparada no
extrato da matriz, em dada concentracao.

X> = média das areas da solucao analitica de cada agrotdxico, preparada no

solvente, em dada concentragao.
Com o objetivo de compensar um possivel efeito de matriz na andlise

cromatografica dos compostos estudados, a curva analitica foi obtida pelo método

de superposicao de matriz.
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4.7.2 Linearidade de resposta do método

Na avaliacdo da linearidade, amostras de tomate isentas do principio ativo
foram fortificadas em niveis de concentracao iguais a: 1,5; 4,5; 7,5; 10,5; 13,5; 16,5
mg/kg de flubendiamida e abamectina. Apdés 1 hora da fortificagdo, as amostras
foram submetidas a técnica de extragdo e analise do extrato por CLAE/UV-Vis.

A linearidade foi avaliada pelo coeficiente de correlacédo obtido pela regressao

linear e pelos residuos da curva analitica.
4.7.3 Limite de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) do método

O limite de deteccdo é determinado como a menor concentracdo do analito
que pode ser diferenciada do ruido do sistema, com seguranca (LANCAS, 2009).
Nesta validagdo, o LD foi determinado usando-se o método baseado nos
parametros da curva analitica, descrito no item 4.7.2, sendo calculado segundo a
Equacéo (2) (ICH, 1995).
LD =3,3x % Equacéo (2)

Em que:
s = estimativa do desvio padrao do branco estimado.

S =sensibilidade analitica.
O limite de quantificacdo € a menor concentracdo do analito que pode ser

quantificada na amostra, com um erro maximo pré-estabelecido. No seu calculo usa-

se 0 mesmo critério de LD, segundo a Equacéo (3) (ICH, 1995).

LQ =10 x% Equacéo (3)

4.7.4 Veracidade/Recuperacao

Neste ensaio, a matriz branca foi fortificada em trés niveis de concentracao:

1,5; 7,5 e 13,5 mg/kg; em cada nivel de concentragcado fizeram se seis repeticoes.
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Feita a fortificacdo, as amostras foram submetidas ao processo de extracéo,
conforme descrito no item 4.6, e analisadas por CLAE-UV-Vis. A
veracidade/recuperacéo foi avaliada pelo fator de recuperacao (f«c), ou seja, pela

concentracao final do analito presente no extrato.

4.75 Precisao

A precisdo avalia o grau de dispersédo entre varias medidas efetuadas na
mesma amostra. Esta pode ser expressa por meio da repetitividade e da precisao

intermediaria, que sédo avaliadas em termos do coeficiente de variacao.

4.7.5.1 Repetitividade

E a precisdo relacionada a medicdes feitas sob condicdes que podem ser
repetidas, isto é: mesmo método, mesmo material, mesmo operador, mesmo
laboratorio e curto periodo de tempo entre as medi¢cdes (EURACHEM, 2005).

A repetitividade foi expressa quantitativamente em termos da caracteristica da
dispersdo dos resultados, sendo determinada por meio da adicdo dos analitos ao
branco da amostra, em trés niveis de concentracdo, baixa, média e alta, que foram:
1,5; 7,5 e 13,5 mg/kg. Apos a adicao dos analitos, as amostras foram submetidas a

técnica de extracdo. Este ensaio foi realizado com seis repeti¢des.

475.2 Precisao Intermediéria

O ensaio da preciséo intermediaria é basicamente 0 mesmo da repetitividade,
apresentando pequenas variagdes, como: ensaios realizados por diferentes
analistas, diferentes equipamentos ou diferentes dias (INMETRO, 2010).

Para a avaliacdo da precisédo intermediaria decidiu-se realizar o ensaio em

diferentes dias, e este foi realizado em trés dias consecutivos.
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4.8 Preparacdo da amostra e analise de cobre (ll)

A mesma polpa que se utilizou para a determinacdo de residuos de
flubendiamida e abamectina foi usada para a determinacéo de cobre (II) na amostra.

Em cadinhos de porcelana foram medidos 2,0000 g de polpa, em balanca
analitica. Em seguida, os cadinhos foram levados para a mufla (Fornitec),
aumentando-se a temperatura gradativamente, até atingir 550 °C. Atingida esta
temperatura, os cadinhos permaneceram por 3 horas dentro da mufla, até total
incineragdo das amostras. Posteriormente, os cadinhos foram esfriados a
temperatura ambiente. Em seguida, 25 mL de uma solugéo de HNO3 1 mol L™ foram
adicionados aos cadinhos para a solubilizacdo das cinzas formadas pela
incineracdo. Apos a solubilizacdo, as solu¢des da digestdo seca foram armazenadas
em frascos de polietileno até o0 momento da andlise. Este ensaio foi realizado em
triplicata.

As analises das amostras foram feitas em um espectrofotdmetro de absorcéo
atbmica (Varian — modelo Spectr. AA 200). As amostras foram aspiradas
diretamente em chama ar:acetileno (cerca de 2200 °C), sendo ajustados a altura da
fenda e o fluxo de aspiracédo das amostras.

O comprimento de onda usado para a determinagéo do cobre (ll) foi de 324,8
nm, e a curva analitica compreendeu uma faixa de concentracdo entre 0,5 mgL* e 5

mg L™
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5 Resultados e Discussao

5.1 Analise cromatografica

Os comprimentos de onda de maxima (Amax) absor¢do dos principios ativos
flubendiamida e abamectina foram proximos de 230 nm, alcancando uma
absortividade molar suficiente para poder identificar os compostos. Além disso, esse
comprimento de onda é préximo aos encontrados na literatura para determinacéo
desses agrotéxicos por CLAE-UV-Vis (MAYNARD et al., 1989 & VUIK, 1991 & SARI
et al.,, 2004 & PARAMASIVAM; BANERJEE, 2011 & SINGH et al., 2011 & KALE et
al.,, 2012). Por esse motivo, decidiu-se iniciar a otimizacdo das condi¢cdes
cromatograficas com o comprimento de onda de méaxima absorgdo de 230 nm para
0s dois compostos.

As condicbes cromatograficas otimizadas que permitiram a separacao
adequada, com picos bem separados e simétricos, dos principios ativos
flubendiamida e abamectina em menor tempo foram: fase mével: acetonitrila:agua
(80:20); vazdo da fase moével: 0,8 mL/min; e comprimento de onda: 230 nm. A
temperatura da coluna e o volume de injecdo foram de 30 °C e 20 L,
respectivamente. O tempo total da andlise foi de 15 minutos.

A abamectina € composta por dois homdlogos das avermectinas Bi; € Bip,
sendo o homologo Bi, presente em maior quantidade e B;, em menor quantidade
(HERNANDEZ-BORGES et al., 2007). Porém, neste estudo foi monitorada somente
a presenca do homoélogo Bi,, pois 0s cromatogramas dos padrées puros continham
muitos ruidos, ndo sendo possivel a confirmacdo do homologo Bi,. Entdo as
analises cromatograficas restringiram-se apenas a identificacdo da avermectina Bia.

Na Figura 10 € apresentado um cromatograma da solucdo-padrdo dos

principios de interesse.
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Figura 1. Cromatograma de uma solugéo-padréo de flubendiamida (1 — tr = 3,6 min)
e abamectina (B1a) (2 — tr = 11,2 min) na concentracdo de 6 mg L™ em acetonitrila.

5.2 Validacdo do método de extracao

Para garantir que as caracteristicas de desempenho de um método sejam
entendidas e demonstrar que 0 método seja coerente, sob as condicdes nas quais
ele deve ser aplicado, verificacbes precisam ser realizadas. A validagdo de um
método estabelece, através de estudos sisteméaticos de laboratério, que o método é
adequado a finalidade, isto é, suas caracteristicas de desempenho sédo capazes de
produzir resultados correspondentes as necessidades do problema analitico
(EURACHEM, 2005).

A validacdo deve ser considerada quando se desenvolvem ou efetuam
adaptacdes em metodologias ja validadas, inclusdo de novas técnicas ou uso de
diferentes equipamentos (BRITO et al., 2003). Neste trabalho, o método utilizado foi
desenvolvido para determinacdo de diferentes agrotoxicos por cromatografia a gas
(PINHO et al., 2010b), por esse motivo fez-se necesséria a validagcdo do método
para determinacéo por CLAE.

Na avaliacdo do desempenho do método analitico usado para a determinacao
de residuos de flubendiamida e abamectina (B1a), foram considerados os parametros
descritos a seguir, segundo recomendac¢cfes do MAPA (2011), INMETRO (2010),
(RIBEIRO et al.,, 2008), EURACHEM (2005), (RIBANI et al., 2004), (INMETRO,

2003) e (ANVISA, 2003).
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5.2.1 Seletividade e efeito de matriz

A seletividade, que corresponde a capacidade de um método para determinar
um ou mais analitos de maneira inequivoca na presenca de substancias que possam
interferir em uma determinacdo, foi comprovada pela comparagdo de
cromatogramas de uma solucdo-padrdao com amostras livres de contaminacao

(Figura 11), as quais foram submetidas a ESL-PBT e a analise por CLAE-UV-Vis.

uv
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Figura 2. Superposicdo de dois cromatogramas obtidos pela ESL-PBT:
Cromatograma da matriz branca (preto) e cromatograma de uma solucédo-padréo
(rosa) de (1) flubendiamida (tr = 3,6 min) e (2) abamectina(B1,) (tr = 11,2 min) a 10
mg L™.

A amostra de tomate, mesmo sendo uma matriz complexa, ndo apresentou
interferentes no mesmo tempo de retencéo da flubendiamida e abamectina (Bi1a), 0
gue torna o método seletivo.

Outro estudo da seletividade é o efeito de matriz, que tem como objetivo
avaliar possiveis interferéncias causadas pelas diversas substancias que compdem
a matriz, gerando, basicamente, diminuicdo ou ampliacdo da resposta instrumental

(MAPA, 2011).
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No estudo de amostras complexas, a quantificacdo dos compostos de
interesse pode ser afetada pelos coextrativos existentes na matriz, levando a um
aumento (efeito de matriz positivo) ou diminuicdo (efeito de matriz negativo) da
resposta cromatografica (HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2003). Por esse motivo, o
efeito de matriz € considerado como um ponto chave na validacdo do método. A
avaliacdo do efeito de matriz deve ser demonstrada em uma faixa de concentragéo
de interesse (MENKISSOGLU-SPIROUDI; FOTOPOULOU, 2004).

O efeito de matriz foi avaliado de acordo com o procedimento descrito no item
4.7.1. As curvas analiticas obtidas foram preparadas pela dissolu¢cdo da solugéo-
padrao dos compostos em acetonitrila (solvente) e no extrato da matriz branca
(extrato), e avaliadas por comparacao das inclinacdes das retas, como mostrado nas
Figuras 12 e 13.

Flubendiamida
700000
600000
500000 y = 85681x + 318,39
® 400000 R?=0,9983
< 300000 y= 742986x - 10561
200000 R?=0,9965
100000 -%
O T T T 1
0 2 4
Concentragido (mg L1)
¢ Extrato B Solvente

Figura 3. Curvas analiticas construidas a partir da andlise cromatografica de
solugdes-padrao de flubendiamida preparadas em solvente (acetonitrila) e no extrato

da matriz isenta de contaminacao.
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Abamectina (B,,)
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Figura 4. Curvas analiticas construidas a partir da analise cromatogréafica de
solugcbes-padrao de abamectina (Bia) preparadas em solvente (acetonitrila) e no

extrato da matriz isenta de contaminagao.

Na Figura 12, observa-se que na faixa de concentracdo estudada as
inclinacdes das curvas analiticas preparadas em acetonitrila e no extrato da matriz
nao sao correspondentes. Ao analisar as inclinagdes das retas, vé-se uma diferenca
em seus valores: a maior inclinagéo da curva preparada no solvente indica respostas
cromatograficas maiores, quando comparada com a inclinacdo da curva preparada
no extrato. ISso comprova que para este composto a presenca da matriz interfere,
significativamente, na andalise cromatogréfica.

Ja as curvas analiticas do principio ativo abamectina (B1a), Figura 13, sado
semelhantes, e suas inclinacbes ndo apresentam grande diferenca em seus valores,
o gque indica que a presenca da matriz ndo interfere na analise cromatografica.

A avaliacdo da porcentagem do efeito de matriz nos extratos de tomate nas
analises por CLAE-UV-Vis foi feita pela comparacdo entre as areas obtidas das
solucdes analiticas preparadas em solvente e nos extratos da matriz. Os célculos
foram realizados empregando a Equacgéo (1). Os resultados da porcentagem do

efeito de matriz sdo apresentados nas Figuras 14 e 15 (PINHO et al., 2010c).
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(X1-X2)
Xz

Efeito de matriz (%) = x 100  Equacao (1)

Em que:
X, = média das areas da solucao analitica de cada agrotdxico, preparada no
extrato da matriz, em dada concentragao.

X, = média das areas da solucdo analitica de cada agrotoxico, preparada no

solvente, em dada concentracao.

Como visto pelas curvas analiticas, a matriz influencia na analise
cromatografica da flubendiamida, e isso pode ser confirmado pela Figura 14.
Segundo HAJSLOVA e ZROSTLIKOVA (2003), quando o resultado apresentar
variacdo de 10%, considera-se que o efeito de matriz comeca a exercer influéncia
nas andlises. No gréafico, observa-se que a matriz exerce efeito negativo, reduzindo
a resposta cromatogréfica da flubendiamida no extrato, fato este que pode ser visto
na curva analitica. Quanto ao comportamento do efeito de matriz, ndo é possivel

tracar nenhuma tendéncia em relacao as concentracdes estudadas.

Flubendiamida
0,6 1,9 3,2 4,4 5,7 6,9
0
N
E -5 _ i i
E _10 .
3
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T -20 -
w
o -25
©
X -30
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Figura 5. Porcentagem do efeito de matriz para a flubendiamida em amostras de

tomate.

Confirmando a auséncia do efeito de matriz na analise da abamectina (Bia)

tem-se a Figura 15, que apresenta efeito de matriz menor que 10%.
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Abamectina (B,,)
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Figura 6. Porcentagem do efeito de matriz para a abamectina (B1,) em amostras de

tomate.

Dessa forma, pode-se concluir que somente a flubendiamida sofre influéncia
dos componentes da matriz, influéncia esta que se caracteriza por um efeito
negativo, no qual os componentes da matriz reduzem a resposta cromatografica.

Com o objetivo de reduzir a presenca de interferentes da matriz, foi usado o
método de superposicdo de matriz na avaliagdo da linearidade de resposta do
método, limite de deteccédo e quantificacdo, veracidade/recuperacéo e precisdo. Este
método consiste na adicdo das substancias de interesse em diferentes
concentracfes na matriz a ser estudada, isenta dos principios ativos de interesse.
Posteriormente, constroi-se uma curva analitica relacionando as areas obtidas com
as concentracbes dos padrbes das substancias. O método de superposicdo de
matriz € usado para compensar o efeito de matriz, sendo de suma importancia em
determinacdes quando interferentes podem afetar a pré-concentracdo, extracao,

separacao ou deteccéo da substancia de interesse (RIBANI et al., 2004).

5.2.2 Linearidade de resposta do método

A linearidade do método expressa, dentro de um intervalo especifico, quanto
o sinal analitico, denominado variavel dependente vy;, é linearmente proporcional a
sua concentracdo, denominada variavel independente x;. A equagao matematica que
descreve esta dependéncia é conhecida como curva analitica (RIBEIRO et al.,
2008). Para a obtencdo da curva analitica utiliza-se o modelo de regresséo linear
com ajuste por minimos quadrados.
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Julga-se satisfatoria a linearidade do grafico quando o coeficiente de
correlacao (r) da reta obtida for préximo de 1; neste caso tem-se menor dispersdo do
conjunto dos pontos experimentais. O INMETRO (2003) e a ANVISA (2003)
recomendam um coeficiente de correlacdo acima de 0,90 e 0,99, respectivamente.
No entanto, apenas o valor do coeficiente de correlacdo ndo é suficiente para
garantir a adequacdo do ajuste linear a curva analitica. Curvas analiticas que
apresentam valores de residuos elevados no sinal analitico ou pontos mal
distribuidos ao longo da faixa analitica poderdo fornecer bom coeficiente de
correlagdo, mesmo que uma funcéo linear ndo seja a melhor descricdo para o
comportamento entre as varidveis dependente e independente. Para evitar
problemas de falta de ajuste durante a modelagem, faz-se necessaria a analise
cuidadosa do gréfico dos residuos do sinal analitico (RIBEIRO et al., 2008).

Na obtencdo da curva analitica pelo método dos minimos quadrados,
considera-se que o0s erros sdo aleatdrios, com média igual a zero e variancia
constante, caracterizando a homocedasticidade, que é a homogeneidade da
variancia dos residuos. Estes constituem a diferenca entre o sinal analitico medido
(yi) e o sinal analitico predito (y;) e sdo calculados a partir da equagéo de regressao.
O residuo do modelo auxilia na avaliacdo das suposi¢cdes necesséarias ao modelo de
regressao, através do grafico de residuos (ANDERSON, 1987).

Dessa forma, a linearidade de resposta do método foi verificada pela analise
dos extratos preparados a partir de amostras de tomate fortificadas com diferentes
concentracbes e submetidas a técnica ESL-PBT. Apdés a andlise cromatografica,
foram construidas curvas analiticas para os dois compostos em estudo. As curvas
foram avaliadas por métodos estatisticos, como regressao linear pelo método dos
minimos quadrados, analise dos residuos do sinal analitico e pelo teste de
homocedasticidade dos dados.

Nas Figuras 16 e 17 sédo apresentadas as equacdes das curvas analiticas
bem como os valores de R? (coeficiente de determinacdo) obtidos para a

flubendiamida e abamectina (B1,) pelo método de superposicdo de matriz.
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Figura 7. Curva analitica preparada a partir de extratos de amostras de tomate
fortificadas com padréo de flubendiamida na faixa de concentragéo entre 1,5 e 16,5
mg/kg.

Abamectina (B,,)
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Figura 8. Curva analitica preparada a partir de extratos de amostras de tomate
fortificadas com padréo de abamectina (B1s) na faixa de concentragéo entre 1,5 e
16,5 mg/kg.

Os valores dos coeficientes de correlacao (r) foram de 0,9956 e 0,9931 para a
flubendiamida e abamectina (Bi1,), respectivamente. Eles se apresentaram acima do
recomendado pela ANVISA (2003) e INMETRO (2003).

Para verificar se 0 ajuste linear € adequado a curva analitica, plotou-se o

grafico de residuos para os compostos de interesse. Nas Figuras 18 e 19 sé&o
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apresentados os residuos dos sinais analiticos da flunbendiamida e da abamectina
(Bla)-

Flubendiamida
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4
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8 1 .
3 20000 . $ 3 p
ﬁ 0 '4 ‘I ‘ |‘ ‘ T 1
20000 9 o5 1Q, 15 20
-40000 - L J ®
60000 f= = = = - - - - - - —— -
-80000 - Concentragio (mg/kg)

Figura 9. Graficos de residuos do ajuste linear para a flubendiamida.

Ao avaliar a Figura 18, observa-se que o grafico apresenta uma variancia dos
erros nao constante, caracterizando a heterocedasticidade. Para confirmar esta
constatacdo aplicou-se o teste de Levene, ao nivel de significancia 0,05, calculado
pelo programa Statistica, confirmando a heterocedasticidade dos dados.

A presenca da heterocedasticidade dos dados causa uma menor exatiddo do
modelo obtido, principalmente dos parametros estimados do modelo. Uma
alternativa para a correcao da heterocedasticidade é a transformacédo dos dados, em
que o calculo do modelo de regresséao é realizado através do método dos quadrados
minimos ponderados. A transformacdo mais utilizada é “1/s7”, em que s’ é a
variancia em cada valor de concentracdo dos analitos de interesse (MASSART et al.,
1988). Um inconveniente é a auséncia de rotinas desse calculo em muitos
programas de estatistica ou no Microsoft Excel.

Dessa maneira, o uso do modelo de regressao linear, ao invés do modelo de
regressao linear ponderado, tem sido uma pratica, assim como o erro na variavel

independente (x;) é usualmente descartado na quimica (MASSART et al., 1988).
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Figura 10. Graficos de residuos do ajuste linear para a abamectina (B1a).

Analisando a Figura 19, pode-se dizer que a andlise de residuos do ajuste
linear para a abamectina (B;,) € adequado, pois esse gréafico indica que a variancia
dos erros é constante para as concentracdes estudadas, sendo os residuos
distribuidos aleatoriamente em torno do zero (ANDERSON, 1987). Além disso, ao
aplicar o teste de Levene, ao nivel de significAncia 0,05, calculado no programa
Statistica, nos dados percebeu-se que os residuos sdo homocedasticos, indicando
que hd uma homogeneidade das variancias.

Com as analises dos graficos de residuos e dos coeficientes de correlacéo, as
curvas analiticas obtidas pela superposicdo de matriz, na faixa de concentragéo
estudada, mostraram-se lineares para a abamectina (Bis). Enquanto que para a
flubendiamida, considerou-se o modelo de regressdo linear adequado para

prosseguir o estudo da validagao.

5.2.3 Limite de deteccao (LD) e quantificacéo (LQ) do método

A sensibilidade de um método é definida pelos limites de deteccéo (LD) e de
quantificacdo (LQ). Quando séo realizadas medidas em amostras com baixos niveis
do analito, como anélise de tracos, é importante saber qual o menor valor de
concentracdo do analito que pode ser detectado pelo método; neste caso determina-
se o limite de deteccdo (INMETRO, 2010). Para que a menor concentracdo do
analito possa ser quantificada com exatiddo e precisdo aceitaveis, determina-se o
limite de quantificagéo (BRITO et al., 2003).
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Na determinacéo dos LD e LQ, foram construidas curvas analiticas utilizando
solugdes-padrédo contendo os principios ativos nas concentragfes 1,5; 4,5; 7,5; 10,5;
13,5; 16,5 mg/kg. A estimativa do desvio-padrdao da sensibilidade analitica e a
inclinacdo da curva analitica foram usadas na determinacdo dos LD e LQ, através
das Equagbes 2 e 3 (ICH, 1995).

LD =3,3x % Equacéo (2)

Em que:
s = estimativa do desvio padrao do branco estimado.

S =sensibilidade analitica.
LQ =10 x% Equacéo (3)

Na Tabela 4 sdo mostrados os valores de LD e LQ do método.

Tabela 4. Estimativa do desvio-padrdo do branco estimado (s), inclinagdo da curva
analitica (S), limites de deteccéo (LD), limites de quantificacdo (LQ) e coeficiente de

correlagao (r).

S
Principios s/ / LD/ LQ/
) _ kg.mV r
ativos mV/min _ mg/kg mg/kg
/mg.min
Flubendiamida  6867,13 40084,06 0,56 1,71 0,9956

Abamectina

(B1o) 5688,46 26084,12 0,72 2,18 0,9931

la

Segundo Ribeiro et. al. (2008), a determinacdo dos limites de deteccdo e
quantificacdo baseando-se nos parametros da curva analitica apresenta maior
confiabilidade estatistica, pois leva em consideracdo o intervalo de confianga da

regressao.
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5.2.4 Veracidade/Recuperacao

A veracidade/recuperacdo representa o grau de concordancia entre a média
encontrada em determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro.
A determinacdo da veracidade deve ser feita por meio de ensaios de recuperacéo
utilizando material de referéncia certificado — MRC. Quando este ndo estiver
disponivel, a determinacdo da recuperacao deve ser feita por intermédio de matriz
branca fortificada, ou seja, o “matrix macthing” (MAPA, 2011).

Este estudo tem por objetivo avaliar o resultado da andlise dos erros
sistematicos oriundos dos efeitos de extracdo e das perdas advindas de todas as
etapas de um procedimento analitico, realizadas até a leitura da resposta
instrumental (MAPA, 2011).

A avaliagdo da veracidade/recuperacdo da ESL-PBT foi realizada com
ensaios de recuperagdo a partir da matriz branca, na qual os principios ativos foram
adicionados em concentra¢des iguais a 1,5; 7,5 e 13,5 mg/kg. Assim, 0s ensaios de
recuperacado foram realizados extraindo-se as substancias de interesse presentes na
matriz de tomate, conforme descrito no item 4.6.

Para o célculo do fator de recuperacgéo foi usada a Equagéo 4 (MAPA, 2011)

frec (%) = LT %100 Equacéo (4)
d

Ca

Em que:
Cr= concentragdo apos a fortificacdo da matriz branca (mg/kg);
C»r= concentragao na matriz branca néo fortificada (mg/kg);

C.a = concentracdo do analito puro adicionada a matriz branca (mg/kg).

A Tabela 5 apresenta os critérios de aceitacdo para a veracidade aplicaveis a
analise de residuos (MAPA, 2011).
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Tabela 5. Faixas de aceitacdo do fator de recuperacédo acima e abaixo de 100%
(MAPA, 2011).

Concentracao (c) Intervalos (%)

c < 1ug/kg -50% a +20%
1pg/kg < ¢ < 10 pg/kg -30% a +10%
c =10 pg/kg -20% a +10%

Os resultados obtidos para a extragdo dos principios ativos flubendiamida e
abamectina (B1a) nho tomate, bem como o0s respectivos coeficientes de variacao,

estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Fator de recuperagéo (fr) obtido apos extracdo da amostra de tomate,

fortificada pelos principios ativos em trés concentracdes diferentes.

Concentragao/ Flubendiamida Abamectina (B1a)
mg/kg frec CV% frec CV%
L5 104,85 7,58 107,60 13,61
7.5 100,54 6,74 102,89 7,18
13,5 94,57 7,18 99,54 3,16

CV: coeficiente de variacao.

De acordo com os resultados obtidos, os valores do fator de recuperagéo para
as trés concentracbes estudadas estdo dentro da faixa de aceitacdo para este
estudo, conforme a Tabela 5, onde o intervalo do fator de recuperacao aceitavel esta
entre 80 e 110%. Além disso, pode-se dizer que estes resultados sédo
estatisticamente equivalentes entre si, ao nivel de 95% de confianca, pelo teste F
usado pela ANOVA (Fqi = 5,05 e Fupendiamida = 3,09 € Fapamectina = 1,01, como 0s
valores de F dos compostos sdo menores que o Fy, entdo diz-se que os resultados
sao estatisticamente iguais). Os maiores coeficientes de variagao foram de 7,58% e
13,61% para a flubendiamida e a abamectina (B1,), respectivamente, estando abaixo
do valor aceitdvel para amostras complexas, que é de 20%, segundo RIBANI et al.
(2004).
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5.2.5 Precisao
5.25.1 Repetitividade

Repetitividade, também conhecida como precisdo intra-corrida, ou seja,
efetuada sob as mesmas condi¢cdes de medicdo, foi estudada pelo célculo da
estimativa do coeficiente de variacado (CV) de seis repeticdes do procedimento de
extracdo, isto €, pelo preparo, injecdo e analise no mesmo dia de amostras de
tomate fortificadas com dois principios ativos flubendiamida e abamectina (B1,), em
diferentes concentragoes.

Os resultados do coeficiente de variagdo das concentracdes determinadas
para a amostra de tomate variaram entre 3,16% e 13,61%, como mostrado na
Tabela 7. Este teste foi o mesmo realizado para a avaliacdo da

veracidade/recuperacéo.

Tabela 7. Avaliacdo da repetitividade do método para os analitos de interesse.

Concentracdo meédia/
Dp CV%
mg/kg

© 1,57 0,12 7,58
=
_% 7,54 0,51 6,74
EE
2 12,77 0,92 7,18
5
[
< 1,61 0,22 13,61
c
g = 7,72 0,55 7,18
£EQ
g 13,44 0,42 3,16
<

Dp: desvio padrao e CV: coeficiente de variagéo.

Analisando o0s resultados obtidos, vé-se que estes apresentam boa
repetitividade, uma vez que os coeficientes de variagdo se encontram abaixo dos
valores aceitaveis para amostras complexas, como o tomate, que é de até 20%
(RIBANI et al., 2004).
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5.2.5.2 Preciséo intermediéria

A precisao intermediaria, ou precisao inter-corrida, define a precisao dentro de
um mesmo laboratério para medidas obtidas por diferentes analistas, ou em
diferentes dias, ou ainda por equipamentos diferentes (RIBEIRO et al., 2008).

Neste trabalho, a precisdo intermediaria do método foi avaliada pelas
concentracfes médias dos principios ativos e seus respectivos desvios-padréo (Dp)
e coeficientes de variacdo (CV), analisados em trés dias diferentes. As anédlises
foram realizadas no 1°, 2° e 3° dias, pelo mesmo analista e mesmo equipamento. Os

resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8. Avaliacdo da preciséo intermediaria do método.

Flubendiamida Abamectina (B1a)
Concentragao/ Concentracao/

Dp CV% Dp CV%

mg/kg mg/kg
1,57 0,12 7,58 1,61 0,22 13,61
1° dia 7,54 0,51 6,74 7,72 0,55 7,18
12,77 0,92 7,18 13,44 0,42 3,16
1,55 0,10 6,31 1,56 0,15 9,73
2° dia 7,95 0,98 12,29 6,89 1,12 16,10
12,63 0,67 5,28 13,40 0,53 3,94
1,52 0,17 11,55 1,40 0,18 13,00
3° dia 7,57 1,12 14,75 6,43 0,89 13,76
12,92 1,38 10,70 12,20 1,74 14,26

Dp: desvio padrao e CV: coeficiente de variagéao.

Feita a avaliacdo dos resultados, verificou-se que a técnica ESL-PBT para a
determinacdo de residuos de flubendiamida e abamectina (Bia) em amostras de
tomate por CLAE-UV-Vis apresentou resultados satisfatorios em relacdo a preciséo
intermediaria. As concentracdes obtidas apresentaram-se estatisticamente iguais ao
nivel de confianca de 95% pelo teste F usado pela ANOVA (F¢i = 5,05 e Fubendiamida
= 0,27 e Fapamectina = 2,16, como os valores de F dos compostos sdo menores que 0

Fei, entdo diz-se que os resultados sdo estatisticamente iguais), e coeficientes de
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variagdo menores que 16,10% para 0s compostos em estudo.

5.3 Monitoramento da contaminagdo por agrotoxicos e cobre (lI) em

tomates hidroponicos

Durante o monitoramento, que compreendeu o periodo de novembro de 2011
a junho de 2012, os agrotoxicos usados na plantacdo de tomate hidrop6nico foram:
Vertimec 18EC® (abamectina), Belt® (flubendiamida) e Supera® (hidroxido de
cobre). Destes, somente o Supera® foi aplicado durante todo o periodo monitorado.

Para a determinacdo de residuos dos principios ativos flubendiamida e
abamectina (B1,) foi usado o método validado. No periodo do monitoramento, fez-se
uma andlise minuciosa de todos os cromatogramas obtidos no CLAE-UV-Vis. Os
cromatogramas foram analisados por comparagcao, tendo as amostras reais sido
comparadas com cromatogramas de amostras de matriz branca fortificada. As
Figuras 20 e 21 mostram um cromatograma de amostra real e um cromatograma de
matriz branca fortificada. A comparacado dos cromatogramas das Figuras 20 e 21
séo apresentadas na Figura 22.
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Figura 11. Cromatograma de um extrato obtido da ESL-PBT de uma amostra de
tomate hidroponico.
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Figura 12. Cromatograma de uma matriz branca fortificada com flubendiamida (1; tg
= 3,6 min) e abamectina (B1a) (2;tr = 11,2) a5 mg L™,
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Figura 13. Superposicdo do cromatograma de extrato obtido da ESL-PBT de
amostra de tomate hidropdnico (preto) com um cormatograma da matriz branca

fortificada (rosa).

Na andlise dos cromatogramas, néo foi detectada a presenca de residuo das
substancias de interesse. Inicialmente, suspeitou-se que 0s compostos poderiam
estar muito diluidos, pois 0 volume de extrato organico recuperado era de 8,5 mL.
Por esse motivo, decidiu-se concentrar os extratos organicos. A pré-concentragédo foi

feita em um evaporador rotativo (Fisatom), no qual os extratos foram totalmente
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evaporados e seus residuos recuperados em 1,5 mL de acetonitrila, que foram
transferidos, imediatamente, para vials e, posteriormente, analisados por CLAE-UV-
Vis. Na Figura 23 € apresentada a superposi¢cao de dois cromatogramas de extratos
de amostras de tomate, sendo um obtido a partir da ESL-PBT néao concentrada e o
outro obtido da mesma amostra, porém ap0s a etapa de concentracdo no
evaporador rotativo.
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Figura 14. Cromatograma de extrato de uma amostra de tomate hidropénico néo

concentrado (preto) e cromatograma do mesmo extrato concentrado (rosa).

Quando as amostras foram concentradas, os limites de deteccdo do método
apresentaram-se na ordem de 0,01 e 0,13 mg/kg para a flubendiamida e a
abamectina (B1a), respectivamente. Para a flubendiamida, a deteccao seria possivel
em concentracbes préximas ao LMR, sendo esta de 0,10 mg/kg. J& para a
abamectina (B1s) ndo seria possivel a deteccdo para concentracdes proximas ao
LMR desta substancia, que é de 0,01 mg/kg. Mesmo passando pela etapa de
concentracdo, os principios ativos ndo foram detectados durante o periodo do
monitoramento, até mesmo nas amostras que tiveram as datas de amostragens
proximas das datas de aplicacdo dos agrotoxicos, que foram dos meses de janeiro e
fevereiro e do més de maio, como pode ser visto na Tabela 3 do item 4.3.

A dosagem recomendada para a preparacdo da calda dos produtos

comerciais Vertimec 18 EC® (abamectina) e Belt® (flubendiamida) € de 10 mL do
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produto comercial/l0 L de agua e 12,5 mL do produto comercial/30 L de &gua,
respectivamente. A dosagem utilizada pelo produtor foi de 20 mL do produto
comercial/l20 L de agua de Vertimec 18 EC® e 2 mL do produto comercial/20 L de
agua de Belt®. No caso do Vertimec 18 EC®, a dosagem que o produtor usou foi
igual & recomendada, e a dosagem do produto comercial Belt® por volume de calda
foi inferior & recomendada. Para este Ultimo agrotoxico, a auséncia de residuos nas
amostras pode estar relacionada ao volume reduzido do produto comercial na
preparacdo da calda. Vale ressaltar que na determinacdo do LQ do método as
guantidades obtidas foram de 1,71 mg/kg e 2,18 mg/kg de flubendiamida e
abamectina (Bi1a), respectivamente, ou seja, se a amostra estivesse contaminada
com quantidades menores que essas 0 método utilizado para a determinacéo destes
residuos néo seria capaz de quantificar os principios ativos.

Em trabalhos realizados com amostras de tomate e grdos de ervilha, os
autores observaram a degradacdo da flubendiamida por fotodegradacdo em
condicBes ambientais. Para as amostras de tomate, as concentracdes encontradas
apresentaram-se abaixo do limite de quantificacdo, que foi de 0,01 mg/kg. Em
amostras de gréos de ervilha nenhum residuo de flubendiamida foi detectado, e o
limite de deteccao (LD) do método encontrado para a determinacao dos residuos foi
na ordem de 0,05 mg/kg (KALE et al., 2012 & PARAMASIVAM; BANERJEE, 2012).
Nestes trabalhos, as analises foram feitas por CLAE com detector UV-Vis.

Em 2007, HERNANDEZ-BORGES et al. desenvolveram um método para
andlise de residuos de abamectina em amostras de abacate. Neste estudo, nenhum
residuo de abamectina foi encontrado, sendo os LD e LQ na ordem de 0,001 mg/kg
e 0,003 mg/kg, respectivamente. E importante ressaltar que no desenvolvimento
deste trabalho as analises foram feitas por CLAE com deteccédo por fluorescéncia,
que € uma das técnicas mais sensivel para a determinagcdo de abamectina
(VALENZUELA et al., 2001).

Em trabalho feito com frutas citricas (laranja, limédo e uva), os autores relatam
que a degradagdo da abamectina pode ser reforcada pela presenca de luz,
formando produtos de degradacao volateis. (MAYNARD et al., 1989).

No monitoramento da concentragcdo de cobre (Il) foi obtido o grafico
apresentado na Figura 24, que relaciona a concentracdo de cobre (lI) com as datas

das amostras analisadas.
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Concentragao de cobre (ll)
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Figura 15. Concentragédo de cobre (Il) nas amostras de tomate hidroponico. TVNL
(tomate verde néo-limpo), TVL (tomate verde limpo), TMNL (tomate maduro né&o-

limpo), TML (tomate maduro limpo).

As concentracfes de cobre (Il) variaram entre 0,46 e 1,71 mg/kg, no periodo
de monitoramento.

Analisando a Figura 24 e a Tabela 3, ndo foi possivel observar nenhum tipo
de tendéncia quanto a quantidade de cobre (ll) encontrada e a data de aplicacdo do
produto comercial, Supera® (hidroxido de cobre (ll)), como também a presenca de
maior ou menor quantidade de cobre (ll) nas amostras de tomate verde limpo e néo-
limpo (TVL e TVNL) e amostras de tomate maduro limpo e nao-limpo (TML e TMNL).

Entre todas as amostras analisadas, nenhuma apresentou quantidade de
cobre (II) acima do limite maximo de residuo estabelecido pela ANVISA, que é de 10
mg/kg do fruto.

A absorcédo de cobre pela planta acontece na forma de Cu (lIl), que é a forma
bioativa. Nela, o cobre (ll) € transportado, via xilema e floema, onde sao
complexados por ligantes que contenham o grupo amino, o qual atua como
carregador de cobre. Porém, no floema, o cobre (Il) possui pouca mobilidade
(FANQUIN; ANDRADE, 2004 & DUPONT, 2008). No floema, o transporte de
substancias absorvidas pela planta acontece das folhas em direcdo aos demais
orgaos. Este fato pode ser justificado pela presenca de pouca quantidade de cobre
(I) nas amostras, uma vez que a pulverizagdo do fungicida Supera® acontece via
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foliar. Além disso, varios fatores afetam a absorcao foliar, como: temperatura amena,
umidade do ar elevada e presenca de luz, que favorecem a absor¢édo devido a uma
menor evaporacdo da agua da solucdo a ser pulverizada, mantendo a cuticula
hidratada e, também, pela abertura dos estématos, via importante da absorcéao foliar
(FANQUIN; ANDRADE, 2004).

Para o Supera®, a dosagem recomendada na preparacdo da calda é de 4 L
do produto comercial/1000L de agua. O produtor usou uma proporcéo de 0,05 L/20L
de 4gua, portanto menor que a recomendada. Isto também pode ter influenciado na
presenca das baixas concentragdes encontradas nas amostras. Vale ressaltar que a
presenca de cobre (II) nos frutos ndo provém somente do fungicida aplicado, mas
também da solucéo nutritiva usada na cultura hidropénica, em que a solucéo possui
uma concentracdo de cobre (na forma de EDTA) igual a 7,28 mg/L.

O cultivo do tomate em sistema hidropdnico oferece inUmeras vantagens
guando comparado ao cultivo tradicional no solo: producdo de melhor qualidade: as
plantas crescem em um ambiente controlado, procurando atender as exigéncias da
cultura; com isso, o tamanho e a aparéncia de qualquer produto hidropbnico séo
sempre iguais durante todo o ano. Alta produtividade e colheita precoce: como se
fornecem as plantas boas condicbes para seu desenvolvimento, ndo ocorre
competicdo por nutrientes e agua e, além disso, as raizes nestas condi¢des de
cultivo ndo empregam demasiada energia para crescer, antecipando o ponto de
colheita e aumentando a producdo. Menor uso de agrotoxicos: 0s insetos,
microorganismos de solo, nematodides e plantas daninhas dificilmente atacam a
plantagcdo na mesma proporgdo do cultivo em solo, reduzindo a quantidade de
defensivos utilizada. Minimo desperdicio de agua e nutrientes: o aproveitamento dos
insumos em questdo é mais racional. Maior tempo de prateleira; entre outros
(SILVA; MELO, 2012).

Os sistemas hidropbnicos nao apresentam somente vantagens. Os
inconvenientes mais importantes sd80 0S seguintes: maior investimento inicial,
comparado ao cultivo convencional; dependéncia de energia elétrica; necessidade
de conhecimentos técnicos e de fisiologia vegetal; acumulo de residuos quando se
utiliza agua de ma qualidade para o preparo de solugbes nutritivas; riscos de
contaminagdo de aquiferos quando se procede a descarga de solu¢des usadas sem

os devidos cuidados; os equipamentos necessarios para trabalhar nas culturas
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hidropOnicas devem ser mais precisos e sofisticados que para o solo, portanto mais
caros de aquisi¢cao, instalacdo e manutencao (ALVARENGA, 2004).

Quanto a qualidade dos frutos, o sistema hidropbnico apresenta muitas
condicbes favoraveis, agregando valor ao produto perante o mercado, com uma boa

aceitacao, devido as suas caracteristicas agrondmicas.
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6 Conclusdes

Na validacdo, o método de extracdo mostrou-se seletivo, exato e preciso para
0s principios ativos em estudo, no qual se obtiveram limites de deteccdo iguais a
0,56 e 0,72 mg/kg e limites de quantificacdo iguais a 1,71 e 2,18 mg/kg para a
flubediamida e a abamectina (B1a), respectivamente.

No periodo do monitoramento ndo foi detectada e nem quantificada a
presenca de residuos dos agrotoxicos utilizados na plantacdo do tomate
hidropbnico. Apds a etapa de pré-concentracdo dos extratos, os limites de deteccao
foram iguais a 0,01 e 0,13 mg/kg para a flubendiamida e abamectina (Bia),
respectivamente, sendo estes valores proximos dos LMR’s. Mesmo assim ndo foi
possivel detectar a presenca dos principios ativos nas amostras de tomate.

Na quantificagdo do cobre (Il) nas amostras de tomate, obtiveram-se
resultados entre 0,45 e 1,71 mg/kg do fruto, os quais se mostraram muito abaixo do
limite maximo permitido de cobre.

Diante desses resultados, viu-se que as amostras analisadas estavam livres

de residuos de agrotoxicos.
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