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Andélise de agrotdxicos em alimentos vegetais com alto teor de proteinas via
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas TANDEM GC -
MS/MS

Gustavo Seigi Yamane Mizutani

RESUMO

O feijdo juntamente com o arroz faz parte da alimentacédo basica da populacéo
brasileira, por serem ricos em proteinas, carboidratos, vitaminas, sais minerais,
fibras e aminoacidos, assim podemos comparar a quantidade de proteinas que
esses alimentos possuem com a carne. A producao mundial do feijdo em paises
em desenvolvimento é de quase 50 %, sendo Myanmar, india e Brasil os maiores
produtores. Com isso a utilizacdo dos agrotoxicos na agricultura se torna crescente
conforme se tem um aumento do consumo pela populagdo, pois se preza a
diminuicdo da perda devido as acdes de pragas, para isso a determinacdo dos
residuos de agrotoxicos que os alimentos possuem e o risco que possam oferecer
a saude da populacdo devem ser levados em conta. Portanto, o objetivo desse
trabalho foi desenvolver um método analitico para caracterizar quantitativamente
residuos dos agrotéxicos fungicidas, flutriafol, procimidona, tebuconazol, presentes
em alimentos vegetais com alto teor de proteinas, especificamente o feijao,
utilizando a técnica analitica de cromatografia a gas acoplada a um espectrometro
de massas triplo quadrupolo, fazendo a validagdo com os parametros linearidade,
sensibilidade, seletividade, precisédo, exatiddo, limite de quantificacdo e deteccéo.
A obtencao das amostras dos feijoes, Phaseolus vulgaris L, do tipo branco, preto,
carioca e azuki, Vigna angularis, foram em lojas de produtos a granel e
supermercados na regiao de S&o Paulo — capital. A extracéo foi efetuada em duas
formas distintas, QUEChERS e extracdo solido — liquido em baixa temperatura,
utilizado o padrédo de diuron para validacéo da extracdo. A metodologia foi capaz
de atingir abaixo do limite maximo recomendado pelo PARA, Programa de Analise
de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos, para 0os compostos alvos, procimidona

de 0,5 mg kg e flutriafol e tebuconazol de 0,1 mg kg*. Foram analisadas 31



Vi

amostras para cada tipo de feijao e encontrado em 7 % das amostras o fungicida

procimidona acima do limite permitido

Palavras Chaves: Feijao, CGMSMS, Agrotoxicos.
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Pesticides analysis in food plants with high protein content via
gas chromatography coupled mass spectrometry TANDEM GC -
MS/MS

Gustavo Seigi Yamane Mizutani

ABSTRACT

The rice and beans are part of basic alimentation for Brazilian population, they
have together proteins, carbohydrates, vitamins, mineral salts, fibers and amino
acids, make very complete foods that can be compared with the amount proteins
that meat have, the beans world production in development countries is almost 50
%, and Myanmar, India and Brazil the top three, so in agriculture using agrotoxic
was more and more often because the consumption for products was increase and
this action is necessary because all producer should reduce his agriculture loss due
to pests actions, therefore foods pesticides residues analyses and the risk that could
be generate for population is important when you think about use this pesticides, so
the objective for this paper was develop an analytical method to characterize
quantitatively pesticides residues, flutriafol, procymidone and tebuconazole, present
in vegetables foods with high proteins content, specifically the beans, using a gas
chromatograph together a mass spectrometer triple quadrupole, validation for
sensitivity, selectivity, precision, all beans samples, Phaseolus vulgaris L, types
white, black, brown and azuki, Vigna angularis, had been buy in grain’s store and
supermarkets at Sdo Paulo region, the extraction had used two different forms,
QUEChERS, and solid-liquid extraction with low temperature and used diuron
standard to extaction validation, this methodology was reach below the maximum
limit to aim compound 0,5 mg kg for procymidone, 0,1 mg kg™ for flutriafol and
tebuconazole. About 31 samples of each beans types were tested and 7 % of

samples had a procymidone results above the maximum limit.

Keywords: Beans, GCMSMS, Pesticides.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, o feijao € um dos alimentos basicos na alimentacdo da populagéo,
juntamente com o arroz, sado fontes de nutrientes e energia que atuam na
prevencdo a saude, em sua composi¢cdo sdo ricos em carboidratos, proteinas,
vitaminas, sais minerais, fibras e aminoacidos (LEMES, et al., 2011).

Diversos agrotoxicos sao utilizados nestas culturas vegetais pelos produtores
de gréos para preservar e melhorar o cultivo. A utilizagdo de fungicidas tem por
funcao prevenir a infeccéo de tecidos de plantas vivas, por fungos fitopatogénicos,
atualmente podemos encontrar outros conceitos como compostos quimicos que
sdo empregados no controle de doencas que sdo causadas por fungos, bactérias
e algas, em alguns casos nao eliminam os fungos, mas inibem a germinacéo dos
esporos temporariamente (GARCIA, 1999).

A procimidona é utilizada em fungos mofo-branco em uma concentracdo de
500 g kg e age de forma a inibir o crescimento de micelas, na protecéo, cura do
cultivo (FIDELIS, 2015, ARAUJO, 2017).

Composto improvavel de causar dano agudo, facilmente absorvida pelo trato
gastrointestinal e é extensivamente metabolizada em animais. O tecido adiposo
acumula a maior quantidade 72 horas apés a administracdo, porém encontrado
acumulos em linfonodos mesentéricos, vesiculas seminais, glandulas supra-
renais, figado, prostata, rins e pele, em contra partida apos 24 horas 59 % das
substancias e seus metabdlitos foram excretadas via fezes e urina. (ADAPAR,
2020).

Os riscos a saude humana associados a procimidona sdo considerados
minimos devido a sua baixa toxicidade aguda. Em animais, apresentou baixa
toxicidade oral e dérmica, ndo causou lesdo dérmica e aos olhos e nao foi
sensibilizante (ADAPAR, 2020).

O flutriafol e o tebuconazol sdo fungicidas que realizam a inibicdo da sintese
de esterdis que agem na formacao e seletividade da membrana plasmatica séo
utilizados no controle de mancha angular, antracnose, ferrugem e mancha de
alternaria (FIDELIS, 2015, ARAUJO, 2017).



O Flutriafol composto mediamente toxico, a cinética de absorcao de Flutriafol
seguida de exposicdo dérmica, oral ou inalatéria ndo é encontrada na literatura
disponivel. No entanto, dados disponiveis, embora escassos, sugerem que O
Flutriafol absorvido pela pele ndo cause efeitos toxicos sistémicos. O estudo de
mecanismos de absor¢ao, excrecao e o metabolismo do Flutriafol com animais em
laboratério, indicam que o produto foi rapidamente absorvido e excretado,
predominantemente pelas fezes e urina, sendo que 90 a 96% foram excretadas nas
primeiras 48 horas. A analise do produto nos 6rgdos e tecidos indicou baixa
retencdo do composto e seus metabolitos (ADAPAR, 2020).

O efeito tdéxico mais consistente observado em mamiferos apds a exposicao
€ a perda de peso, além disso, algumas informacdes sugerem que doses repetidas
de Flutriafol podem causar aumento no tamanho do figado. Os efeitos adversos em
humanos nao foram relatados até o momento. A administracéo de altas doses em
animais, provocou salivacdo, convulséo, letargia, reducéo na atividade, tremor,
diarréia e ataxia (ADAPAR, 2020).

O composto Tebuconazol € extremamente téxico, apés administracéo oral de
Tebuconazol a ratos, 65-80% da dose foi eliminada pelas vias biliar e fecal, ao
passo que a eliminacdo urindria foi em torno de 16-35%. Biotransformacao:
ocorrem reacdes de oxidacao, resultando em metabdlitos de hidroxilas, carboxilas,
tridis e cetoacidos, bem como conjugados (por exemplo, o triazol) (ADAPAR, 2020).

O mecanismo de toxicidade em humanos ndo é conhecidos. Em humanos, ha
irritacdo dermal leve e ndo h& evidéncia de toxicidade sistémica. Pode ocorrer
irritacdo ocular apos exposicdo ao triazol. Baseado nos estudos de toxicidade
animal do ingrediente ativo tebuconazol, pode haver efeitos toxicos nos seguintes
orgaos: baco, figado, adrenal e cristalino dos olhos (ADAPAR, 2020).

Os produtos agricolas como frutas, vegetais e cereais sdo as matrizes que
mais apresentam residuos de agrotéxicos de diversas classes e desenvolvimento
de métodos multirresiduo de agrotoxicos para a determinacdo nestes tipos de
alimentos torna-se importante (ZANELLA, 2009).

A diferenca das propriedades quimicas entre estes compostos e a diversidade
de matrizes sdo algumas das adversidades a serem contornadas no
desenvolvimento destes métodos (ZANELLA, 2009).



Com isso o preparo de amostras utilizou um método de multirresiduos de
QUEChERS, Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged e Safe, onde se tritura uma
amostra, adiciona-se sais de sulfato de magnésio, cloreto de sédio ou acetato de
sbdio, agentes secantes e um processo de limpeza (PRESTES, 2011).

A extracdo QUEChERS é uma técnica onde a amostra por contato com
solvente e agitacdo mecanica ou manual faz a extracdo da substancia alvo. Para
gue essa extracao seja eficiente a matriz sélida necessita estar triturada para se
obter uma maior superficie de contato com o solvente extrator (GRAVE 2011).

Outra técnica utilizada foi a extragéo soélido — liquido em baixas temperaturas.
Nesta extracdo a amostra liquida ou soélida é inserida em contato com um solvente
menos denso que agua e um ponto de fusdo menor que 20 °C negativos, apos a
agitacao é levado ao freezer, por aproximadamente 16 horas, assim a fase aquosa
sera congelada e a fase orgéanica continuara no estado liquido, esse sobrenadante
sera coletado e analisado no cromatografo a gas (VIEIRA, 2005; VIEIRA et al.
2007).

Portanto o presente trabalho procura uma metodologia de extracdo para
caracterizar e quantificar os agrotéxicos presentes em vegetais com alto teor de
proteinas, especificamente o feijdo, utilizando-se de uma técnica analitica de
cromatografia a gas acoplada a um sistema de espectrometria de massas triplo
quadrupolo GC — MS/MS TANDEM.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo determinar o melhor método de
extracdo e quantificar os fungicidas sistémicos fluriafol, procimidona e tebuconazol

em feijao.

Os seguintes parametros serdo estudados para atingir o objetivo proposto:

1. Desenvolvimento de técnica analitica de extracdo dos fungicidas
propostos no trabalho utilizando as seguintes técnicas: QUEChERS,
sélido — liquido em baixa temperaturas;

2. Purificacdo de multirresiduos para os fungicidas propostos no trabalho;

3. Andlise dos padrbes analiticos e identificar os tempos de retencdo de
cada analito, identificacdo do ion percursor e ions produtos.

4. ldentificar e estabelecer a faixa de trabalho e construir a curva de
calibracdo dos compostos;

5. Validacdo da metodologia de acordo com 0s parametros propostos no
trabalho, sensibilidade, seletividade, linearidade, precisdo, exatidao,
limite de detecgéo, LD e quantificacao, LQ;

6. Andlise das amostras de feijdo coletadas na cidade de S&o Paulo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Ofeijao - historia

Historiadores atribuem a disseminacao do feijdo ao redor mundo por causa
das guerras, pois era parte da dieta fundamental dos guerreiros em marcha
(EMBRAPA, 2000).

Alguns arqueodlogos datam o cultivo de feijdo em 10000 a.C. na Ameérica do
Sul, no Peru especificamente, e posteriormente disseminados na América do Norte,
existem também variedades criolas simpatricas que foram encontradas no México
e outros cultivos na Mesoamérica datados de 7000 a.C. com isso suporta a hipétese
que o feijoeiro pode ter sido cultivado e posteriormente disseminado na América do
Sul (EMBRAPA, 2000).

Dados recentes mostram que existem trés centros primarios da diversidade

genética, independente da espécie, silvestre ou cultivadas (EMBRAPA, 2000):

e Mesoamericano — do sudeste dos Estados Unidos até o Panam4, zona
principal México e Guatemala;
e Sul dos Andes — norte do Peru até o noroeste da Argentina;

e Norte dos Andes — Coldbmbia e Venezuela até o norte do Peru.

Além destes podem ser encontrados alguns outros centros secundarios na
Europa, Asia e Africa (EMBRAPA, 2000).

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris), o feijao de lima (Phaseolus lunatus),
o feijdo ayocote (Phaseolus Coccineus), o feijao tepari (Phaseolus acutifolius) e o
feijdo cache ou feijdo ano (Phaseolus polyanthus Greenman), sdo as cinco
espécies mais cultivadas das aproximadamente 60 espécies que existem do género
Phaseolus (ISHIZUKA, 2016).

O feijdo-de-corda ou fradinho (Vigna unguiculata) e o azuki (Vigna angularis)
sdo os mais conhecidos do género Vigna, da familia Fabaceae e subfamilia
Papilionoideae, diferem do género Phaseolus pela sua caracteristica bioquimica,
estrutura do polen e no estilete, tubo que liga o ovario ao estigma (parte superior)



das flores e estipulas, estrutura de escama que protege a parte estreita entre a
folha e o caule (BARDINE, 2018, MAGALHAES, 2018).

O cultivo do feijao azuki teve-se inicio na peninsula coreana e na China datado
de 1000 a.C e apOs anos foi levado ao Japdo. O feijdo azuki ou adzuki foi
introduzido no Brasil e outro paises ocidentais por imigrantes japoneses no século
XX e a traducéo significa, feijdo pequeno (CTENAS, 2011).

O feijdo € uma planta herbacea, anual, autdgama, diploide, 22 cromossomos,
taxa de fecundacéo cruzada entre 3 % e 5 %, podem ser cultivados em varias
diversidades de ambientes e diversos locais, por ter caracteristicas como habitos
de crescimento, tamanho e cor dos graos e ciclo se tem a maior variabilidade
agronoma (ISHIZUKA, 2016).

Uma leguminosa de importante fonte de proteinas na dieta humana dos
paises em desenvolvimento das regides tropicais e subtropicais, onde 47 % da
produgdo mundial se encontram nas Américas, 10 % no leste e sul da Africa,
(YOKOYAMA, 2003).

Na Figura 1, apresenta de espécies de feijao que podem ser encontrados no

mercado interno brasileiro.

Figura 1: Espécies de feijdo encontradas no mercado interno brasileiro

!

Feijao preto

Feijao bolinha

Fonte: HITS, 2017.



3.2. Proteinas encontradas no feijao

O feijdo é uma leguminosa de importante fonte de nutrientes e energia que
atuam na prevencao a saude, em sua composi¢cao podemos dizer que s&o ricos em
carboidratos, proteinas, vitaminas, sais minerais, fiboras e aminoacidos, os gréos
arroz e feijdo possuem respectivamente metionina e lisina, juntos tem proteinas
equivalentes ao de uma carne, equilibram a glicemia, assim reduzindo o risco de
diabetes, por utilizar a agua fluoretada possuem excelentes teores de flior
aumentando assim a concentragdo na saliva que assim diminui a desmineralizacao
e protege contra as caries dos dentes (LEMES, et al., 2011).

Na Tabela 1, podemos observar os aminoacidos essenciais e ndo essenciais
que cultivares de feijdo cozidos, caracterizado por possuir um baixo conteudo de
metionina e alto contetdo de fenilalanina e tirosina, leucina, lisina acido aspartico
e acido glutamico (RAMIREZ-CARDENAS. et al., 2008).



Tabela 1: Tabela de aminoéacidos do feijao

Cultivares de Feijao
Aminoéacidos OB DN BRS PER TL
g aminoacido 100 g amostra
Essenciais

Fenilalanina + tirosina 1,19 1,57 1,42 1,36 1,62
Histidina 0,39 0,36 0,37 0,42 0,44
Isoleucina 0,43 0,55 0,56 0,48 0,62
Leucina 0,84 1,15 1,16 1,00 1,20
Lisina 0,67 0,97 1,05 0,79 0,94
Metionina 0,20 0,24 0,22 0,20 0,27

Cisteina nd nd nd nd nd
Treonina 0,48 0,59 0,51 0,50 0,53

Triptofano nd Nd nd nd nd
Valina 0,56 0,64 0,64 0,59 0,72

N&o Essenciais

Alanina 0,61 0,67 0,64 0,63 0,69
Arginina 0,80 0,79 0,70 0,92 0,93
Acido aspartico 1,70 1,75 1,66 1,61 1,78
Acido glutamico 2,15 2,21 1,99 1,96 2,26
Glicina 0,49 0,51 0,47 0,49 0,51
Prolina 0,62 0,65 0,63 0,73 0,72
Serina 0,76 0,84 0,74 0,76 0,82

Média de trés determinacfes. nd: ndo determinado (destruido no processo de
hidrélise). OB: Feijao Ouro Branco; DN: Feido Diamante Negro; BRS: Feijao BRS
Radiante; PER: Feijdo Pérola e Tl: Feijao Talisma

Fonte: RAMIREZ-CARDENAS, 2008.

3.3. Economia gerada pelo feijao

A espécie de feijoeiro mais comum encontrado hoje em dia é Phaseolus

vulgaris L., que é a mais cultivada do género Phaseolus (CROPLIFE, 2021).



Relativos a producéo de feijao do ano 2019, Myanmar com aproximadamente
6,0 milhdes de toneladas ocupa o primeiro lugar, india com aproximadamente 5,5
milhdes de toneladas é o segundo e o Brasil com 2,92 milhdes de toneladas ocupa
o terceiro lugar como pode ser observado na Figura 2, e a produ¢ao no mundo foi
em torno de 29 milhdes de toneladas (CROPLIFE, 2021).

Figura 2: Estatistica dos dez maiores produtores de feijdo de 2019
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Fonte: CropLife, 2021.

O plantio do feijdo ao longo do ano no Brasil é efetuado em trés épocas, 12
época, feijdo das aguas, semeado entre outubro e novembro, 22 época, feijdo da
seca, semeado entre fevereiro e marco e por ultimo 32 época, feijdo de inverno,
semeado entre maio e junho, dessa forma podemos ter a producdo anual em
qualquer regiao do pais e contribuindo com abastecimento interno (BRAGANCA,
2014).

Dados do IBGE, Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, em 2019, a
producdo nacional foi de aproximadamente 3,04 milhdes de toneladas,

considerando as trés colheitas e distribuidas entre as regides da seguinte forma:

e Norte: 77018 milhdes de toneladas, 2,53 % do total;
e Nordeste: 616750 milhdes de toneladas, 20,29 % do total;
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e Sudeste: 851173 milhdes de toneladas, 28,00 % do total;
e Sul: 815385 milhdes de toneladas, 26,82 % do total;
e Centro-Oeste: 679325 milhdes de toneladas, 22,35 % do total.

A 32 época surgiu como alternativa e juntamente com o sistema de irrigamento
via pive-central no Brasil, a produtividade geralmente gira em torno de 1000, 900 e
1300 kg hal, para as safras 12, 22, 32 épocas, respectivamente (ISHIZUKA, 2016).

Com a disseminacdo do cultivo da leguminosa em todo territério nacional,
podendo ser em sistema de solteiro ou consorciado com outras culturas, sua
produtividade continua abaixo do potencial, 6000 kg ha' estimado da cultura no
Brasil (ISHUZUKA, 2016).

Conhecido como cultura de subsisténcia em pequenas propriedades e nos
altimos 20 anos tem um aumento do interesse de produtores de outras classes e
avanco de novas tecnologias, incluindo irrigacdo e colheita mecanizada
(YOKOYAMA, 2003).

De acordo com o Censo Agropecuario de 2017, a cultura de feijao obteve
ganho de 46 % na produtividade por hectares, porém uma reducédo de 2,2 milhdes
de hectares na area colhida e 943 mil toneladas de producéo, vide Figura 3.
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Figura 3: Producéo de feijdo no Brasil no periodo de 1950 e 2017
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Fonte: CENSO AGROPECUARIO, 2017.

O consumo médio do feijao pela populacao brasileira na década de 70 chegou
ao patamar de 24 kg ha! ao ano, porém nos tempos atuais o consumo é cerca de
13 kg ha' ao ano essa diminuicdo ocorreu devido a mudancas da alimentagdo da
populacdo, aumentando o consumo de alimentos com maiores teores de proteinas
(JASPER, 2010, YOKOYAMA, 2003).

O consumo do feijao € bem disseminado, porém para cada regido se tem um
determinado tipo de feijao mais popular como, por exemplo: o feijdo preto no Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, sul e leste do Parana, Rio de Janeiro, sudeste de
Minas Gerais e sul do Espirito Santo, no restante do pais esse gréo é de pouca
comercializacdo, ja o grao carioca é difundido por quase todo o pais, 0 mulatinho

muito comercializado na regido Nordeste, 0s tipos roxo e rosinha muito populares
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em Minas Gerais e Goias, entre outros que podem ser encontrados em

supermercados, entre outros (JASPER, 2010).

3.4. Agrotoxicos

De acordo com a lei brasileira n°® 7.802, de 11 de julho de 1989, agrotoxicos €
definido como produtos ou agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos,
que sao destinados ao uso nos setores de produgdo, armazenamento,
beneficiamento de produtos agricolas, pastagens, protecéo de florestas nativas ou
implantadas, outros ecossistemas, ambientes urbanos, hidricos e industriais, que
se tem por finalidade alterar a composicao da flora e/ou fauna, com o objetivo de
preserva-las da acgéo prejudicial de seres vivos considerados nocivos, também
podem ser substancias e produtos que sdo empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento.

Os agrotoxicos fazem parte de um grande grupo de compostos organicos, que
apresentam propriedades fisico-quimicas extremamente diversificadas e que sao
amplamente utilizadas para o controle ou prevencédo de doencas decorrentes de
pragas e ou ervas daninhas (FERNANDEZ — ALBA, 2005).

A problematica das atuais barreiras alfandegarias e fitossanitarias em todo o
mundo exige um controle cada vez mais rigoroso no sentido de identificar e
quantificar corretamente os residuos dos agrotéxicos presentes nos alimentos
(P1ZZUTTI, 2006).

Quando aplicados sem seguir as boas praticas agricolas e em concentracdes
gue nao respeitam os limites maximos de residuos, LMR, estabelecidos, podem
deixar residuos identificaveis e quantificaveis, podendo levar a populacdo
consumidora a intoxicagcdo cronica comprometendo a seguranga alimentar
(FERNANDEZ — ALBA, 2005).
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3.4.1. Histoéria dos agrotoxicos

A historia dos agrotoxicos comega na Primeira Guerra Mundial onde foram
desenvolvidos, porém apenas na Segunda Guerra Mundial sua utilizacdo foi mais
frequente como arma quimica (COSTA, 2016).

Apds a guerra, uma expansdo dos negocios a partir das industrias que se
desenvolveram foi articulada pelos vencedores, entre elas a industria quimica, com
iISSO outros agrotoxicos passaram a ser estudados e a ser utilizado como defensivo
agricola (COSTA, 2016).

O primeiro agrotoxico sintetizado foi o diclorodifeniltricloroetano, DDT, por
Othomar Zeidler, em 1874, mas apenas 65 anos depois, em 1939, Paul Muller,
descobriu suas propriedades inseticidas (TSIPI, 2015, SOARES, 2014).

Nove anos apOs sua descoberta em 1948, a utilizacdo de DDT era
generalizada, 0 sucesso como inseticida na utilizagdo na agricultura e o principal
ativo para combater o inseto responsavel por espalhar a malaria, Muller foi
premiado com o Nobel de Quimica (TSIPI, 2015).

Nos anos 60, seu uso era em larga escala e pouco tempo depois foi
descoberto que o composto era cancerigeno, teratogénico e cumulativo no
organismo, como todos os compostos organoclorados (MELDAU, 2011).

Com o crescimento populacional no mundo, obtivemos necessariamente um
aumento da demanda por alimentos fazendo que obtivéssemos um fomento no
conhecimento e desenvolvimentos de tecnologia de producdo agricola, para
viabilizar a utilizacdo de agrossistemas de areas consideradas improprias para a
producdo, com isso aumentando a produtividade sem necessariamente expandir
areas ja utilizadas (KARAM, et. al., 2015).

A partir da década de 50 teve-se o inicio da revolugao verde, termo utilizado
para promover a agricultura para gerar comida para os famintos, os ganhos em
produtividade permitiu a modernizacdo da agricultura e a utilizacdo de agrotéxicos
passou a ser intensivo, com o objetivo de controlar agentes bibticos e combater
organismos e plantas indesejaveis que séo responsaveis pela reducéo da producao

das lavouras agricolas (KARAM, et. al., 2015).
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3.4.2. Agrotéxicos no Brasil

No Brasil temos o comeco da utilizacdo na década de 60, onde foi criado o
Sistema Nacional de Crédito Rural, que vinculava a obtencéo de crédito agricola a
obrigatoriedade da compra de insumos quimicos pelos agricultores (LONDRES,
2011).

Na década de 70, a criacdo do Programa Nacional de Defensivos Agricolas,
PNDA, ganha forca, com isso a utilizacdo das substancias tinha concesséo de
créditos agricolas onde o Estado era um dos principais apoiadores da pratica
(LOPES, 2017).

A grande disseminacdo da utilizacdo dos agrotdxicos teve-se por conta de
uma regulacdo defasada e pouco rigorosa que vigorava até 1989, onde foi
aprovada a lei 7.802, que facilitou o registro de inUmeras substancias toxicas que
em outros paises desenvolvidos ja foram proibidas (LONDRES, 2011).

Até os dias atuais, o Brasil possui politicas que fomentam essa utilizacao e a
comercializacdo dos agrotéxicos, com isenc¢des fiscais e tributarias, sdo mantidas
e 0 governo concede reducéo de 60 % da aliquota do Imposto sobre Circulacdo de
Mercadorias e Servicos, ICMS (LONDRES, 2011, LOPES, 2017).

A venda dos agrotoxicos aumentou cerca de US$ 20 bilh6es em dez anos, e
com iss0 nos tornamos 0 pais que mais gasta com agrotoxicos no mundo,
ultrapassou um milhdo de toneladas utilizadas o que equivale a 5,2 quilogramas de
agrotoxicos por habitante (LONDRES, 2011, CUNHA, 2014).

O Brasil expandiu 190 % o mercado de agrotoxicos e a agricultura no pais
avancam a cada ano que por consequéncia tém-se o crescimento econdmico,
porém provoca riscos ao meio ambiente a saude da populacédo (LOPES, 2017).

Podemos conferir na Figura 4 a histéria observada entre os anos 1975 e 2017
0s registros feitos por estabelecimentos no uso de agrotoxicos, sendo o mais alto
em 1980, com quase dois milhdes e o mais baixo em 2006 com quase 1,4 milhdes,
essa queda entre os anos de 1995 e 2006 pode ser pela mudangca de nomenclatura

adotada, defensivos agricolas foi alterada para agrotéxicos (CENSO, 2017).



Figura 4: Estabelecimentos com uso de agrotoxicos
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Na Figura 5 podemos ver um mapa representacao a utilizacdo de agrotoxicos

por municipios dados de 2006.
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Figura 5: Mapa representando a porcentagem de estabelecimentos rurais que utilizam agrotéxicos

em cada municipio brasileiro.
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Fonte: BOMBARDI, 2016.

Como pode-se observar na Figura 6, os estados que mais consumiram
agrotoxicos séo os conhecidos como celeiros dos produtos do agronegdcio, assim
Mato Grosso lidera o consumo de agrotoxicos, S&o Paulo é o segundo lugar em
consumo e o Parand é terceiro em consumo de agrotdxicos, somando a eles Rio
Grande do Sul correspondem a 54,4 % do agrotéxico comercializado no pais
(BOMBARDI, 2016).



Figura 6: Consumo de agrotéxicos por Estado em 2013
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Fonte: BOMBARDI, 2016.

3.4.3. Classificacao dos agrotéxicos

Ha diferentes classes de agrotoxicos de acordo com seu tipo de utilizagéo. Os

principais grupos séo: herbicidas, inseticidas e fungicidas. Existem também outros

tipos: acaricidas, nematicidas, moluscicidas, feromonios,

crescimento de plantas, repelentes e raticidas (TADEO, 2008).

Conforme a toxicologia dos agrotéxicos pode classifica-los em quatro classes

descritas na Tabela 2 abaixo.

Mato Grosso do Sul:

17

reguladores de
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Tabela 2: Classificagdo toxicoldgica

Classe Toxicidade Cor indicada
I Extremamente toxico Faixa Vermelha
Il Altamente toxico Faixa Amarela
1] Moderadamente toxico Faixa Azul
\Y Pouco toxico Faixa Verde

Fonte: LONDRES, 2011.

Na Figura 7 observa-se um crescimento no consumo para os agrotoxicos de
classes Il e lll no periodo de 2009 a 2014, a classe | teve pouca participacao no
total e tendo um decréscimo de 1,6 % para 0,9 % do ano de 2009 para 0 ano de
2014, a classe I, teve um crescimento aos produtos comercializados subindo de
23,6 % e 2009 para 32,4 % em 2014, a classe Il teve um decréscimo de 63,8 %
em 2009, mas em 2014 temos ainda 60,5 % do total, a classe IV apresenta uma
tendéncia de estabilidade ao longo do tempo (Ministério do Meio Ambiente, 2014).

O cenario atual nos aponta a necessidade de estudos mais aprofundados para
a adocdo de politicas publicas para o controle e a diminuicdo da utilizacdo dos
agrotoéxicos, com énfase nas de maiores periculosidades e incentivos ao
desenvolvimento, oferta e utilizacdo de menores periculosidades (Ministério do
Meio Ambiente, 2014).
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Figura 7: Quantidade de agrotéxicos comercializados por periculosidade ambiental
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Fonte: Ministério do Meio Ambiente, 2014.

Observamos na Figura 8, a quantidade utilizada por grupos dos agrotoxicos
em 2013, nota-se que herbicidas formam 60 % de todos os agrotoxicos utilizados
(BOMBARDI, 2016).

Figura 8: Utilizacao dos agrotoxicos por sua classificagdo

6,4%

Fonte: BOMBARDI, 2016.
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3.4.4. Fungicidas

O conceito mais abrangente para os fungicidas diz que sao compostos
quimicos empregados no controle da doenca causada por fungos, bactéria e algas
(GARCIA, 1999).

A constituicao do produto é definida por duas partes distintas, seu ingrediente
ou principio ativo, responsavel pela acao do produto, e pelo ingrediente inerte,
responsavel por ser o veiculo e diluente para o ingrediente ativo (GARCIA, 1999).

Para que se tenha o uso dos fungicidas existem basicamente trés opcdes:
(McGRATH, 2004).

1. O controle da doenca da cultura durante seu desenvolvimento e
estabelecimento;

2. Aumentar a produtividade e reduzir os danos estéticos;

3. Ter o periodo de armazenagem aumentada, ter maior qualidade dos

produtos e das plantas colhidas.

Esses agrotoxicos tém por funcdo propriedades curativas, ou seja, 0s
fungicidas atacam diretamente os patdgenos que infectaram a planta, eles tém que
atacar as proteinas ou enzimas especifica que sdo produzidas por esses fungos
(McGRATH, 2004).

De acordo com Garcia em 1999, podem ser classificados como:

e Protetores ou de contato, s6 efetivos quando aplicados antes da
ocorréncia da penetracéo do patégeno, assim impedindo ou reduzindo
as possibilidades da doenca,;

e Erradicantes, atua diretamente no patdogeno eliminando-o da superficie

da planta ou do solo, podem ser protetores e ter acéo erradicante;
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e Sistémicos, o principio ativo € absorvido pela planta e deslocado em
locais distantes do local de aplicacdo, € um inibidor a infeccdo do

patdégeno.

3.4.5. Anomalias fangicas
3.4.5.1. Antracnose

Doenca causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum, doenca que
ocorre em locais de temperaturas baixas e umidade alta, portanto regiées de climas
temperados e subtropicais, as sementes sdo infectadas e o restante da cultura
anterior é fonte primaria do in6culo (STONE, 1994).

A disseminacdo é via chuvas, insetos, animais e pelo proprio homem, as
longas distancias sao feitas através de sementes infectadas e o controle € realizado
com sementes livres de patdgenos, cultivares resistentes, rotacdo de cultura e
eliminagdes dos restos das culturas, tratamento das sementes e pulverizacgéo foliar
com fungicidas (STONE, 1994).

Principais sintomas ocasionados coloragdo marrom escura nas nervuras, na
face inferior da folha, na parte superior identificado como halo amarelado, na vagem
aparecem pequenas manchas e aumento gradativamente e sao circulares de cores
bordos escuros e salientes, circundado por um anel pardo-avermelhado, e esses
problemas pode causar manchas nos graos, todos vistos na Figura 9
(PONGELUPPI, 2019).

Figura 9: Antracnose nos feijdes

Fonte: PONGELUPPI, 2019.
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3.4.5.2. Mancha angular

Doenca causada pelo fungo Pseudocercospora griseola (Sacc) Ferr, pode
ocorrer em locais com temperaturas amenas, 24 °C, periodos com alta umidade
relativos longos e alternados por periodos com baixa umidade e acédo de ventos,
transmitido pela semente (STONE, 1994).

A disseminacao é realizada através de correntes aéreas e controle geralmente
€ realizado pulverizacdes com fungicidas na parte foliar (SARTORATO, 2006).

Principais sintomas séo lesfes com formato geométrico com forma de
angulos, em casos mais graves pode ter emendas das formas onde se tem a perda
da area de acao fotossintetizante, posteriormente a folha ira apresentar uma
coloracdo amarela, o desfolhamento prematuro prejudica as vagens, reduz o
tamanho dos grdos e afeta a producdo, podemos observar na Figura 10
(CASTILLO, 2016).

Figura 10: Mancha angular

Fonte: CASTILLO, 2016.
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3.4.5.3. Ferrugem

Doenca causada pelo fungo Uromyces appendiculatus, pode ocorrer em
temperaturas entre 17 °C e 27 °C e periodos longos de umidade de 10 a 18 horas
e acima de 95 % (WENDLAND, 2018).

A disseminacao ocorre por meio de animais e insetos, implementos agricolas
e pelo vento e o controle pode ser efetuado por praticas culturais, resisténcia do
vegetal e utilizacao de fungicidas (STONE, 1994).

Seu sintoma é a presenca de pustulas marrons com halo amarelo ao redor
das les6es, encontrado normalmente nas folhas, porém pode ser vista nas vagens
e hastes, podem ser visualizadas primeiramente manchas pequenas e
esbranquicadas e levemente salientes, como podemos observar na Figura 11
(WENDLAND, 2018).

Figura 11: Ferrugem

Fonte: WENDLAND, 2018.

3.4.5.4. Mofo branco

Doenca causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, uma das doencas mais
destrutivas, pode ocorrer em temperaturas amenas entre 18 °C e 23 °C, alta
umidade relativa, pouca radiagéo solar (CADORE, 2015).

Disseminacdo ocasionada pela presenca de micélio, corpo do fungo e
esclerédios, estrutura da resisténcia do fungo, nas sementes que estdo
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contaminadas que sdo utilizadas pelos agricultores, os esclerédios ficam nos
viaveis no solo por aproximadamente cinco anos e se agrava com a monocultura
(NASSER, 2014).

O controle é efetuado pelo a utilizada de semente sem o patégeno, tratamento
de sementes, utilizagcdo de fungicidas, aumento na distancia entre plantas,
eliminacao de restos da cultura contaminada (STONE, 1994).

Os sintomas podem ser identificados com lesdes encharcadas nos tecidos da
parte superior que geralmente em contato com flores infectadas, elas se espalham
rapidamente nas hastes, ramos e vagens que observa uma eflorescéncia que

aparente algodao, pode observar na Figura 12 (ROSA, 2008).

Figura 12: Mofo branco

Fonte: TRECENTI, 2012.

3.4.5.5. Mancha de alternaria ou mancha parda

Doenga causada pelo fungo Alternaria alternata e Alternaria tenuis, pode
ocorrer em temperaturas mais amenas, alta umidade, encontrado no Sul e Sudeste
do pais (WENDLAND, 2018).

A disseminacéo é feita através de vento e chuva, infectando a semente, sua
duracdo € longo e pode permanecer no solo por muitos anos e permanece em
restos de culturas (TOFOLI, 2006).
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Seu controle pode ser feito a partir do plantio de sementes sadias, cultivares
hibridos tolerantes, rotacéo de cultura, reducéo de adubacéo e irrigacao e aplicacao
de fungicidas (TOFOLI, 2006).

Os sintomas ocasionados por esse fungo sdo pequenas pontuacdes
irregulares aquosas nas folhas e vagens, tem a coloragdo marrom avermelhada e
bordo marrom escura, apresentam formas circulares com anéis concéntricos
gquando as manchas aumentam e o tecido morto pode cair dando aspecto de
cortado, nas vagens podem se unir formando riscos e listras, nas sementes
apresentam coloracdo cinza e riscas marrons, observada na Figura 13
(WENDLAND, 2018).

Figura 13: Mancha alternaria

Fonte: WENDLAND, 2018.
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4. COMPOSTOS

Todos os compostos tratados no trabalho sdo fungicidas sistémicos assim
podemos entender que sdo capazes de adentrar na planta e serem toxicos nos
processos vitais dos fungos, sdo seletivos, com isso na utilizacdo desses
compostos a planta deve assimilar e prontamente translocar e inibir as infec¢des
dos locais e distantes da aplicacdo, sem que afete o tecido do hospedeiro, com isso
deve matar o patégeno no interior do tecido, ter uma boa resisténcia a degradagéo
e se for degradado pelos tecidos da planta seus subprodutos devem agir de forma
a ser toxico ao patdogeno (BALARDIN, 2015).

Os compostos que seréo analisados neste trabalho encontram se tabela 3 e
0s Anexos 1 a 3 encontram-se a monografia efetuada pela ANVISA onde se
encontram resultados da avaliacdo e reavaliacdo toxicolégica dos ingredientes
ativos para uso agricola, domissanitario, ndo agricola, ambientes aquaticos e
preservantes de madeira, ainda com informa¢g6es com nomes comum e quimico,
classe de uso, classificacao toxicoldgica e as culturas para as quais os ingredientes
ativos se encontram autorizados além dos respectivos limites maximos de residuo.

No site da ANVISA, podemos encontrar um painel de monografias efetuadas
pelo PARA e filtrando pela cultura do feijao, objeto de estudo do trabalho, encontra-

se que sao aceitos 132 ingredientes ativo, como observa-se na Figura 14.



Figura 14: Painel de monografias de ingredientes ativos para a cultura do feijao
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Fonte: ANVISA., 2020.
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RESOLUCAO - RE NF 2785, DE 24 DE AGOSTO DE 2017 'I 3 2
RESOLUCAC-REN® 3,083, DE 17 DE NOVEMERO DE 2018

RESOLUCAC - RE ¢ 1388, DE4 DE MAID DE 2020
RESOLUCAO - RE N°3.747, DEQA DE DETEMERO DE 2007 Tabela de Residuos selecionados
RESOLUCAC-RE N® 165, DE26 DE AGOSTO DE 2003
RESOLUCAC-REN® 1.350, DE 25 DE MAIQ DE 2018
RESOLUCAC - RE N°3 647, DE3 DE OUTUERD DE2008
RESOLUCAC-RE N® 165, DE26 DE AGOSTO DE 2003
RESOLUCAC-REN' 2397, DEZ DE SETEMERQ DE 2016
RESOLUCAC-REN® 2,839, DE 3 DENCVEMERQ DE 2017

RESOLUCAR - RE N 448, DE 12 DE FEVERERD DE2014 1 3 2
RESOLUCAC-RE N® 165, DE26 DE AGOSTO DE 2003

RESOLUCAC-REN® 1.350, DE 25 DE MAID DE 2018 .
RESOLUCAQ-RE N® 164, DE 19 DE JANEIRO DE 2010 v Monografias selecionadas
RESOLUCAD - RE N 3530, DE 23 DE DEZEMERO DE 2015
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De acordo com a planilha de Limites Maximos de Residuos (LMR) para

culturas do PARA de 2015, ultimo ano que foi efetuada as analises para o feijao,

que pode ser encontrada no site da ANVISA, os valores dos limites para os

fungicidas do estudo se encontram na Tabela 3.

Tabela 3: Compostos de agrotdxicos utilizados no cultivo de feijao no Brasil. Limites Maximos de

Residuos (LMR)

Nome do Massa
LMR _
Composto e Molar L Controle Estrutura quimica
, - o | (mgkg?)
Férmula Quimica | (g mol™)
|
|
FLUTRIAFOL Antracnose 7
301,29 0,1 "y )
Ci6H13F2NsO Mancha-angular RN
|
2
PROCIMIDONA JUEE\Y
CisHuClLNO, | 284,13 0,5 Mofo-Branco §« X
Ferrugem HO J/
TEBUCONAZOL Mancha-angular 4 N
307.818 0,1
C16H22CIN3O Mancha-de- -~ — N\
/
alternaria N
4.1. Flutriafol
Composto classificado como mediamente toxico, Classe lll, fungicida

sistémico, grupo quimico Triazol, de nome quimico pela IUPAC, (RS)-2,4'-difluoro-
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a-(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil) benzidril alcool e férmula quimica CisHi13F2N3O,
descritos no ANEXO 1 (ANVISA, 2012).

Utilizada em culturas agricolas como exemplo, café, banana, maca, cereais,
soja, chicéria, milho, feijao, uva, vargem.

Para o feijdo as aplicagbes do Flutriafol devem ser realizadas de forma
preventiva a ocorréncia da doenca, devendo ocorrer entre o 20° — 30° dias apés
emergéncia da cultura. Utilizar a maior dose quando ocorrer maior pressao das
doencas e condi¢des favoraveis para o desenvolvimento, da mesma.

O volume de aplicagao varia de acordo com o fabricante, oscilando entre 100
— 400 L ha't em aplicacao terrestres e a dose variando de 100 — 300 mL ha, sendo
seu intervalo de uso de seguranca de 14 dias para todos os fabricantes.

O flutriafol é o mais polar dos fungicidas triazois, ndo apresenta efeitos nas
populacdes microbianas e nem nas transformacdes do carbono ou nitrogénio que
ocorrem no solo (SILVA, 2008).

Possui uma meia-vida maior que 2 anos na temperatura de 10°C e contetdo
de umidade equivalente a 80% da capacidade de campo, porém pode varia de
acordo com condi¢cdes de umidade do solo, temperatura, atividades microbianas,
que por sua vez variam de acordo com a estacao, local, clima e profundidade do
solo. (SILVA, 2008).

O Flutriafol € um potencial contaminante de agua subterraneas por sua alta
solubilidade em agua 130 mg L, (ANDRADE, 2011) torna-se um composto de
dificil identificacdo nas andlises cromatogréaficas de residuos de agrotéxicos em
alimentos.

Na Tabela 4 encontra as propriedades fisicas quimicas para Flutriafol



Tabela 4: Propriedades fisico-quimicas do Flutriafol
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Aspecto Liquido, branco, homogéneo e opaco
Odor Caracteristico
pH 5,17 (1 % a 20 °C)

Ponto de ebuli¢céo inicial e faixa de

temperatura de ebulicdo

Nao Disponivel

Ponto de fuséao

129,7 °C

Ponto de fulgor

N&o inflamavel

Taxa de evaporacao

Nao disponivel

Inflamabilidade (solido; gas)

N&o aplicavel

Limite inferior/superior de

inflamabilidade ou explosividade

N&o disponivel

Pressao de vapor

7,26 x 10° mPa (25 °C)

Densidade de vapor

N&o disponivel

Densidade relativa

1,1594 gcm2a 20 °C

Solubilidade

0,09 g L't em agua (pH 9,04)
155,71 g L't em acetona
64,85 g L em metanol

Coeficiente de particdo —n-

octanol.agua*

LogKow: 2,360 (pH 7,19)

Temperatura de auto-ignicéo

N&o disponivel

Temperatura de decomposigcao

N&o disponivel

Meia vida

1358 dias

Viscosidade

76 mPa s (20°C) e 48 mPa s (40°C)

Outras informacdes

Tenséao Superficial: 35 mN m?
Corrosao: as taxas de corroséao foram de
0,0186 mm ano™.
Miscibilidade: Imiscivel em agua-padréo,

acetona e etanol

Fonte: NORTOX, 2019.
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4.2. Procimidona

Composto de nomenclatura IUPAC N-(3,5-dichlorophenyl)-1,2-
dimethylcyclopropane-1,2-dicarboximide,  definido pela formula quimica
C13H11CI2NO2, fungicida sistémico, de classificacao toxicoldgica IV, grupo quimico
Dicarboximida, descritos no ANEXO 2 (ANVISA, 2012). Muito utilizado em culturas
de hortalicas e frutiferas para controle de doencas flngicas, agindo de forma a inibir
o crescimento de micelas, na protecao, cura e combate os fungos Monilia, Botrytis,
Sclerotium, Sclerotinia, Gloesporium e Colletotrichum (FIDELIS, 2015).

Fungicidas do grupo dicarboximidas tem um baixo risco de intoxicacdo para
diferentes tipos de exposicdo humana, entretanto norma adotada
internacionalmente ndo se obteve estudos sobre mecanismos de acdo sobre
absorcdo e excrecdo sobre os seres humanos, porém testes efetuados com
animais demostraram que a ac¢do do produto foi reduzida na sua absorcao do
gastrointestinal e com a excrecao € rapida, 89,8 % pela urina, 10,3 % pelas fezes,
0,2 % de géas carbbnico, CO2 em 7 dias, ja efeitos agudos foram observados em
animais por 72 horas com alteracdo do tdbnus muscular, porém apos 96 horas
obteve retorno a normalidade, sem irritacdes em olhos e pele, por fim efeitos
cronicos néo foi encontrado evidencias que possam apresentar riscos significativos
(CERRI, 2008).

Para o feijdo as aplicagcbes da Procimidona para tratamentos deverdo ser
iniciadas logo aos primeiros sintomas do aparecimento das doencas prosseguindo-
se as pulverizagdes com intervalo de 7 dias, conforme a necessidade, totalizando
2 aplicagbes no maximo por ciclo de cultura.

O volume de aplicagéo varia de acordo com o fabricante, oscilando entre 1 —
1,5 L ha em aplicacédo, sendo seu intervalo de uso de seguranca de 14 dias para
todos os fabricantes.

E importante verificar a presenca ou nio deste fungicida no final da
compostagem para evitar a reintroducédo de substancias potencialmente perigosas
no ciclo de producdo ou de seus metabolitos eventualmente mais toxicos (SILVA,
2008).
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Sua meia vida em torno de 7 dias em temperatura ambiente, susceptiveis a
biodegradacéo acelerada e € um baixo contaminante de agua subterraneas por sua
baixa solubilidade em agua 2,46 mg L' (ANDRADE, 2011).

Na Tabela 5 encontram-se as propriedades fisicas quimicas para a

Procimidona.

Tabela 5: Propriedades fisico-quimicas do Procimidona

Estado Fisico e Forma Sdélido e po6
Cor Bege
Odor Caracteristico
pH 5,23 + 0,18 (diluicdo a 1 % em &agua)

Ponto de fusdo/ponto de congelamento

Nao disponivel

Ponto de fulgor

N&o disponivel

Limites de Explosividade

Superior/Inferior

N&o aplicavel

Inflamabilidade

Nao é Inflamavel

Ponto de ebulicdo inicial e faixa de

temperatura de ebulicéo

N&o disponivel

Taxa de evaporacao

N&o disponivel

Presséo de vapor

Nao disponivel

Densidade de vapor

N&o disponivel

Densidade

<0,4gmL?

Solubilidade

nao determinado

Coeficiente de particdo n-octanol/agua

N&o disponivel

Temperatura de autoignicéo

N&o aplicavel

Temperatura de decomposicéo

Nao disponivel

Meia vida

7 dias

Viscosidade

N&o se aplica, trata-se de um produto

sélido

Fonte: ADAMA, 2017.
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4.3. Tebuconazol

Composto de nomenclatura IUPAC (RS)-1-p-chlorophenyl-4,4-dimethyl-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)pentan-3-ol,  definido pela formula  quimica
C16H22CIN3O, fungicida sistémico, de classificacdo toxicoldgica IV, grupo quimico
Triazol, descritos no ANEXO 3 (ANVISA, 2012).

Do mesmo grupo quimico do Flutriafol, é fungicida que fazer a inibicdo da
sintese de esterois que agem na formacdao e seletividade da membrana plasmatica,
esse mecanismo de acéo se deve pela dimetilacdo na posi¢cdo 14 do lanosterol ou
na posicao 24 do metileno diidrosterol, os precursores do esterol, esses fungicidas
sdo inibidores na biossintese do esterol e atuam blogueando os fungos assim
fazendo o processo de cura, pois impede o progresso de doenca. As diferencas
dos agrupamentos ligados na molécula podem ter significativas alteragcdes no
desempenho do inibidor da dimetilagéo.

Uma rapida penetracao e translocacdo nos tecidos vegetais se da por conta
de uma elevada fungitoxidade, trabalham como protetores e esse fungicidas tem
acado toxica na germinacdo de esporos, na formacdo de tubo germinativo e
formacao do opressorio, porém é apenas parcial a protecdo, pois pode ocorrer uma
penetracdo do patdégeno nos tecidos tratados. Ja no processo curativo a presenca
do fungicida inibe o desenvolvimento haustorio e/ou crescimento micelial (JASPER,
2010)

Para a producao do feijdo a utilizacdo do Tebuconazol é a partir do comeco
do florescimento, apés emissédo do primeiro botdo, no inicio da infeccao podendo
ser feita mais de uma aplicacdo com intervalo de 15 - 20 dias da primeira, podendo
ser utilizado de 2 a 3 vezes por ciclo dependendo do fabricante.

Sua dosagem é entre 600 — 1 mL ha? e o intervalo de seguranca é de 14 dias,
a meia vida no solo é de 62 dias e sua solubilidade em agua é de 36 mg L, sendo
ele um produto de baixa contaminagéo de agua subterraneas (ANDRADE, 2011).

Na Tabela 6 encontram-se as propriedades fisicas quimicas.



Tabela 6: Propriedades fisico-quimicas do Tebuconazol
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Estado Fisico e Forma

Liquido e Limpido

Cor Amarela
Odor N&o disponivel
pH 5,90 + 0,04 4 20 °C
Ponto de fusdo/ponto de congelamento Nao disponivel
Ponto de fulgor 118,5°C + 0,3°C

Limites de Explosividade
Superior/Inferior

Nao disponivel

Inflamabilidade

N&o disponivel

Ponto de ebulicdo inicial e faixa de

temperatura de ebulicéo

N&o disponivel

Pressao de vapor

Nao disponivel

Densidade aparente

N&o disponivel

Densidade

993,8 + 2 kg cm™

Solubilidade

Miscivel e &gua, alcool etilico, hexano
(trubido) e acetona

Coeficiente de particdo n-octanol.agua?

N&o disponivel

Temperatura de autoignicéo

N&o aplicavel

Temperatura de decomposicao

N&o disponivel

Meia Vida

62 dias

Viscosidade

71 cP (20 °C £ 0,5 °C)
55 cP (24 °C + 0,5 °C)

Corrosividade

Nao disponivel

Fonte: ADAMA, 2017.
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5. EXTRACAO

Com o aumento da liberagdo do uso de agrotoxicos pode se ter alguns
residuos que possam ter restado nos alimentos assim a extragédo acaba sendo um
dos fatores determinantes para que se obtenham os analitos de interesses
(PRESTES. et al., 2009).

Atualmente existem diferentes formas extracdo, com isso para cada analises
necessita de uma forma especifica, dessa forma compostos inorgéanicos, tais como
metais, € muito comum se utilizar a dissolucéo acida, ja para compostos organicos
podemos utilizar de extracées com solventes polares ou apolares dependendo de
suas carateristicas fisico-quimica (NORONHA, 2014).

Para compostos orgéanicos que se tem em solo ou sélidos, era muito utilizada
técnica de solido — liquido ou por soxhlet, pode-se utilizar o ultrassom e micro-ondas
assim podendo ter menor utilizacdo de solvente extrator e menor tempo
(NORONHA, 2014).

Desde os anos 60, alguns métodos de extracdo vém sendo desenvolvidos por
classes dos pesticidas e origem de matriz. Um dos primeiros chama-se Mills, uma
extracdo com acetronitrila para determinar compostos organoclorados em amostras
nao gordurosas e limpeza efetuada em coluna de Florisil, a seguir é utilizado uma
etapa de particio com éter de petrdleo com baixa recuperacdo para
organofosforados (PRESTES. et al., 2009).

Depois disso surgiu um método de Stoherr para organoclorados,
organofosforados e nitrogenados, um método de Luke que deu continuidade nessa
metodologia sendo melhorada, mas nenhum esta sendo tdo abrangente quanto o
método de multiresiduos QUEChERS (PRESTES. et al., 2009).

Portanto as limitagBes para as analises de agrotéxicos foram minimizadas
com essa metodologia, De acordo com diversas referéncias bibliograficas
encontras, tais como PRESTES em 2009, AMARAL em 2018, GARBADO, 2018,
entre outros, apresentam uma vantagem de analisar um grande numero de
compostos, com altos percentuais de recuperacdo (exatiddo), remocao de

possiveis interferentes da amostra, boa precisdo e robusto, baixo custo dos
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reagentes, rapidez, facilidade e seguranca, utilizando pequenos volumes de

solventes e utilizando as técnicas analiticas disponiveis no mercado hoje.

5.1. QuEChERS

Para o método de multirresiduos QUEChERS é efetuado pelas seguintes
etapas: extracdo de amostra triturada com acetonitrila, adicionado sais, sulfato de
magnésio, cloreto de sodio, adicdo de agentes secantes e um processo de limpeza:
Pode ser por SPE, ou por outra técnica de limpeza descritas nos catalogos de
QUEChERS, para retirada de interferentes de matriz. (PRESTES. et. al, 2011).

Ao adicionar sais e dependendo da natureza do solvente eles promovem a
transferéncia dos analitos de interesse para a fase organica assim diminui a
solubilidade da fase aquosa chamando esse efeito de Salting Out. (PRESTES. et.
al, 2009), ja utilizacdo de secantes como sulfato de sédio melhora a recuperacéo
de pesticidas polares e a escolha de MgSO4 demonstrou em experimento maior
capacidade de remover agua, na sua hidratacdo a reacdo € exotérmica (40 — 45
°C) o que promove uma melhor extracao/particdo principalmente para compostos
apolares (PRESTES. et. al, 2011).

Na Figura 15 pode se verificar o fluxograma padrédo para extracao
QUECHhERS.
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Figura 15: Fluxograma Padrdo para extracdo QUEChERS

10 g de amostra
(tubo de teflon®50 mL)

|
10 mL ACN

Agitar vigorosamente por 1 min

4 g MgS04 e 1 g de NaCl

Agitar vigorosamente por 1 min

Adicionar o padrdo interno
(trifenilfosfato)

Agitar por 30 s e centrifugar

Transferir para outro tubo 1 mL
de extrato e adicionar 150 mg de
MgS0. e 25 mg PSA

Agitar por 30 s e centrifugar

Anidlise
Cromatogréfica

FONTE: ANASTASSIADES, 2003.

5.2. Extracdo soélido - liquido

E uma técnica onde a amostra por contato com solvente e agitacio mecanica
ou manual faz a extragéo da substancia alvo, para que essa extracdo seja eficiente
0 solido necessita estar triturado para que se tenha uma maior superficie de contato
com o solvente extrator (GRAVE. 2011).

Aa duas técnicas podem ser descritas como continua, onde a substancia &
menos sollivel no solvente organico do que na agua e descontinuo que é
exatamente o contrario, a substancia é mais solavel no solvente organico do que
na agua, assim a dissolucdo da substéancia e a facilidade em isolar o soluto extraido
é feito com a escolha do solvente (GRAVE, 2011).
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5.2.1. Extracao sélido — liquido em baixa temperatura

No passado tentou-se utilizar técnicas de particAo por abaixamento de
temperatura para isolar agrotoxicos em plantas e tecidos animais, porém a
temperatura utilizada era muito baixa, por volta de 80 °C negativos, que
impossibilitava a técnica, em 1997, JULHER, fez a alteracdo da temperatura e
utilizando 10 °C negativos para ter extracdo de organofosforados em matrizes
gordurosas (PINHO, 2007).

GOULARD, em 2004, desenvolveu uma técnica simples e de baixo custo,
para fazer a analise de deltametrina e cipermetrina no leite, denominado extracédo
liguido-liquido e purificagdo por precipitacdo em baixa temperatura, assim
determinando piretréides no leite por GC, sem etapas de limpeza, e posteriormente
VIERA (2005) aplicou essa técnica em amostras de solo e agua para 0s mesmo
piretréides, denominando extracdo liquido — liquido com particio em baixa
temperatura e extracao solido — liquido com particdo em baixa temperatura (PINHO,
2007).

Com isso a técnica € efetuada da seguinte maneira, colocar a amostra liquida
ou sdlida em contato com um solvente menos denso que agua e um ponto de fuséo
menor do que 20 °C negativos, apds a agitacdo é levado ao freezer; apds certo
periodo de tempo a fase aquosa sera congelada e a fase organica continuara no
estado liquido, esse sobrenadante é coletado e analisado no cromatografo a gas.
(VIEIRA, 2005; VIEIRA et al. 2007).

Em geral a acetonitrila € considerada como melhor solvente extrator para
agrotoxico, pois gera a melhor interagcdo com o analito, preparo de amostras e
analise via cromatografia & gas, além de poder ser utilizado para analises de

agrotoxicos de outras polaridades (PINHO, 2007).
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6. CROMATOGRAFIA

A IUPAC, The International Union of Pure and Applied Chemistry, em 1997

define a cromatografia como:

“Cromatografia € um método fisico de separagdo que os componentes separados
sédo distribuidos entre duas fases, uma delas estacionéria (a fase estacionéria), e a outra

como fase mével que se move em uma direcéo definida”.

A fase moével é descrita como um fluido que pode percolar através de uma
camada estacionaria em uma direcdo definida. Este pode ser liquido, gas ou um
fluido supercritico, enquanto a fase estacionaria pode ser solida, gel ou um liquido.
Se um liquido pode ser distribuido em um sdélido, que pode ou néo contribuir para
0 processo de separacéo (IUPAC, 1997).

De acordo com Harris, 2011, € a mais poderosa ferramenta que um analista
analitico possa ter em seu arsenal para separar e medir 0S compostos em uma
mistura complexa e juntamente com a espectrometria de massas pode identificar

0S componentes.

6.1. Cromatografia a gas

Introduzida por James e Martin em 1952, esse equipamento provem uma
separacao por tempo dos compostos de uma amostra, 0 principio basico de
operacao consiste em volatilizacdo da amostra na cabeca do injetor, apds isso 0s
compostos sédo separados em uma coluna especialmente preparada e a deteccao
dos compostos no detector, porém uma importante face € o uso do gas de arraste,
tendo que ser um gas inerte, nitrogénio, hidrogénio e hélio sdo os gases mais
comuns, para que se tenha a transferéncia da amostra do injetar, através da coluna
indo até o detector (KITSON, F.G. Et al., 1996).

A coluna capilar ou coluna empacotada é revestida de uma fase estacionaria,

portanto a separacdo dos compostos é determinada pela a interacdo com a fase
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estacionaria e o gas de arraste, ou seja, compostos que interagem com menor
tempo com a fase estacionaria elui antes, mas para que se tenha essa separacao
nao se pode ter degradac&o do material vaporizado, entretanto as principais chaves
para o sistema sdo aquecimento do injetor, detector, linhas de transferéncias e

programacao de temperatura do forno, Figura 16 (KITSON, et al., 1996).
Figura 16: Sistema de Cromatografia a Gas
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Fonte: DCTECH, 2015.
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7. ESPECTOMETRIA DE MASSAS

Segundo a IUPAC, em 1997, define como:

“Sistema de formacgao de ions em fase gasosa com ou sem fragmentacdo que é

caracterizado por sua relacdo massa/carga e abundancias relativas”

O espectrometro de massas inclui uma fonte de ions, ion Gtico, triplo estagio
do analisador de massas e um sistema de detector de ion e todos os componentes
estdo sob vacuo (ZANELLA, R. et al., 2009).

A ionizacdo dos componentes das amostras € efetuada na fonte de ions sobre
pressdo atmosférica. O ion o6tico transmite os ions produzidos na fonte de ions
para dentro do analisador de massas, onde séo filtrados de acordo com a razéo
m/z (massa/carga) (ZANELLA, R. et al., 2009).

A polaridade dos potenciais aplicados para as lentes da fonte de ions e a
determinacdo do ion Gtico pode ser carregada positivamente ou carregadas
negativamente que sao transmitidas para o analisador de massas (ZANELLA, R. et
al., 2009), estes ions sdo separados pelo analisador de quadrupolo segundo a
razao massa por carga, m/z, finalmente os ions selecionados atingem o coletor
gerando um sinal (BUSTILLOS, 2003).

Figura 17 observam-se os sistemas de cromatografia acoplada a diferentes
tipos de espectrometros de massas.



Figura 17: Sistemas de Cromatografia acoplada a Espectrometria de Massas
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Fonte: BUSTILLOS, 2003.
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Técnica amplamente utilizada para identificar compostos desconhecidos,

quantificar compostos conhecidos e verificar propriedades quimicas e estruturais

das moléculas, deteccdo de concentracdes baixas e quimicamente complexas,

parte por trilhdo (AZEVEDO, 2004).

7.1. lonizag&o por impacto de elétrons

A ionizagdo mais comum utilizada é o bombardeamento de moléculas

gasosas, a mistura de ions positivos e negativos e espécies neutras, com um feixe

de elétrons, assim os positivos vao em direcdo ao analisador por uma voltagem

positiva no repeller, ja o negativo e elétrons sdo atraidos por um catodo positivo,

moléculas e fragmentos neutros que ndo possui ions sdo bombardeados para fora
do sistema, Figura 18 (AZEVEDO, 2004).
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Figura 18: Esquema para ionizagao de impacto de elétrons
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Fonte: AZEVEDO, 2004.

Na ionizagdo por impacto de elétrons, os elétrons sdo emitidos por um
filamento aquecido e acelerados com um potencial de 70 eV (HARRIS, 2005),
gerando uma energia maior que a energia das ligacdes quimicas das moléculas,
assim a alta energia dos elétrons ao se chocar com as moléculas, as mesmas
interagem fazendo a ionizacdo e esse ion resultante M**, pode ter uma energia
suficiente para romper em fragmentos, por consequéncia em seu espectro de
massa 0 pico correspondente serd pequeno ou inexistente, algumas moléculas
(~0,01 %) podem absorver energia de 12 a 15 eV que é suficiente para fazer a
ionizacao representado na equacédo abaixo (AZEVEDO, 2004, HARRIS, 2005).

M + e - M*®  + e 4+ e
70 eV ion molecular ~55eV 0,1eVv
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Com ionizag&o por impacto de elétrons temos a vantagem de ser uma anélise
reprodutiva, eficiéncia na ionizacdo, elevada fragmentacdo da molécula assim
podendo identificar a molécula e um vasto banco de dados, porém existem também
desvantagens, a amostra necessita ser volatil, ndo pode ser utilizado com a
cromatografia liquida, se tiver rearranjo ibnico a interpretacdo do espectro é
dificultada, limitagdo de analise para massas moleculares maiores de 600 Da
(AZEVEDO, 2004).

7.2. Analisador quadrupolo

O quadropolo é um analisador amplamente utilizado, Figura 19, devido a
facilidade de uso, a faixa de massa, faixa linear de trabalho para determinacdes
guantitativas, boa resolucéo e qualidade do espectro de massas.

Quando conectado ao cromatografo a gas via uma coluna cromatografica
permite um registro independente para multiplos espectros, conforme a eluicdo de
cada composto, cada molécula passa por um conector aquecido dentro da fonte de
ionizag&o por elétrons que se encontra em alto vacuo e os ions sdo acelerados por
um potencial de 5 a 15 V antes de entrar no filtro de interacdo quadrupolar
(HARRIS, 2005).

Este tipo de analisador consiste de quatro cilindros metéalicos paralelos no qual
se aplica uma corrente elétrica continua, DC, e uma corrente alternada, AC, com
poténcia de radio frequéncia, RF. A trajetéria destes ions dentro do quadrupolo
depende do campo elétrico produzido, fazendo com que apenas alguns ions
tenham uma trajetoria estavel e cheguem ao detector, outros ions nao ressoantes
colidem com as hastes e se perdem antes do detector, com a variagao rapida dos
potenciais elétricos os ions sdo selecionados com massas diferentes (HARRIS,
2005, BUSTILLOS, 2003).

Esses equipamentos sdo capazes de fazer leituras de 2 a 8 espectros por
segundo, com uma faixa até 4000 unidades m/Z, normalmente conseguem

resolucao para separar picos com 0,3 m/Z de diferenca (HARRIS, 2005).
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Figura 19: Esquema do analisador de massas quadrupolar
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Fonte: OLIVEIRA, 2019.

Ja para um sistema TANDEM, um segundo sistema de espectrémetro de
massas € incluido, a fim de melhorar a resolugcéo dos ions segregados no esquema
de triplo quadrupolo, vantagens quantitativas, reducdo de ruido, aumento de
seletividade (OLIVEIRA, 2019).

Composto por trés quadrupolos sequenciais tendo Q1, quadrupolo 1, como
um primeiro filtro isolando ions precursores especificos, jA 0 Q2, quadrupolo 2,
como uma célula de colisdo onde se tem a fragmentacéao e por fim o Q3, quadrupolo
3, tem o ultimo filtro onde se isola a mais um fragmento de massas para se obter
um espectro de transicao (OLIVEIRA, 2019).

Para um sistema de triplo quadrupolo a analise mais comum que pode ser
efetuada é em MRM, multiple reaction monitoring, ou Monitoramento de Reacdes
Multiplas, que na aplicacao ele faz um monitoramento de reacao selecionada para
diversos ions produtos que sdo provenientes de um ou mais ions precursores
(VESSECCHI, et. al, 2011).

Na Figura 20 podemos observar um sistema de triplo quadrupolo.
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Figura 20: Esquema de um sistema triplo quadrupolo

Fonte: CORPORATION, B., 2011.

Na Tabela 7 podemos observar o que cada quadrupolo pode fazer com

relacdo a cada modo de escaneamento.



Tabela 7: Modos de escaneamento propostos por cada Quadrupolo
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MODO DE
Q1 Q2 Q3 PROPOSTA
ESCANEAMENTO
Informacao
VARREDURA Escaneamento Passa tudo Passa tudo
molecular
Fragmentacgao
SIM m/Z Fixo (Energia de Passa tudo Quantificacao
Coliséo)
Fragmentacgéo Informaco
PRODUTO m/Z Fixo (Energia de Escaneamento ¢
Colisao) estrutural
Fragmentacéo Quantificacéo
MRM m/Z Fixo (Energia de m/ZFixo de composto
Coliséo)
alvo
Fragmentacéo
£ Eg . g Varredura do
PERDA NEUTRA scaneamento (Energia de Escaneamento _
Coliséo) analito
Fragmentacgéo
. ) Varredura do
PRECURSOR Escaneamento (Energia de m/Z Fixo _
Coliséo) analito

Fonte: Autoria Prépria
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8. VALIDACAO

A validacéo pode-se entender como um processo de avaliacdo de um método
analitico com relacédo a sua eficiéncia, sendo ele desenvolvido ou alterado, com
isso existem diversos parametros para ser avaliada assim garantida a adequacéo
do método preterido (BRITO et. al., 2003, INMETRO, 2016).

O trabalho em questdo serd avaliado pelo documento DOQ-CGCRE-008,
escrito pelo INMETRO - Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia,

fazendo a avalicdo nos seguintes parametros (INMETRO, 2016):

e Seletividade;

e Linearidade / Faixa de trabalho / Faixa linear de trabalho /
Sensibilidade;

e Limite de deteccéo, LD;

e Limite de quantificacao, LQ;

e Recuperacao;

e Precisao (repetibilidade).

8.1. Seletividade

A seletividade entende-se como grau que o método analitico € capaz de
guantificar o analito na presenca de outro analitos, matrizes ou outro material
interferente, que é possivel distinguir a resposta de um analito alvo no meio de
diversos outros analitos (INMETRO, 2016).
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8.2. Linearidade / Faixa de trabalho / Faixa linear de trabalho /
Sensibilidade

Linearidade € um procedimento analitico que possui a habilidade em obter
resultados dos quais sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra (INMETRO, 2016).

Faixa de trabalho é o intervalo entre a maior e a menor concentracdo do
analito na amostra que se tenha um nivel aceitavel de precisdo, exatiddo e
linearidade e deve cobrir a faixa de aplicacdo a qual o ensaio vai ser usado e a
concentracéo esperada deve se situar no centro da faixa de trabalho, sempre que
possivel INMETRO, 2016).

Faixa linear de trabalho é a faixa de concentracéo do analito que os resultados
do método sao proporcionais a concentracao do analito (INMETRO, 2016).

Sensibilidade do método tem a capacidade de distinguir duas concentracdes
proximas, com nivel de confiancga, ou seja, uma pequena diferenca na concentracao

do analito causando uma grande variacao no sinal analitico (BRITO et. al., 2003).

8.3. Limite de deteccao

O limite de deteccdo, LD, € a menor concentracao que possa ser detectada,
porém ndo necessariamente quantificada, sob condicbes experimentais
estabelecidas (BRITO et. al., 2003).

Para a determinacdo do limite de deteccdo, é suficiente fornecer uma
indicacdo do nivel em que a deteccao do analito pode ser distinguida do sinal do
branco/ruido (INMETRO, 2011).

O método baseado em parametros da curva analitica apresenta maior
confiabilidade estatistica, pois leva em consideracdo o intervalo de confianca da
regressado (RIBEIRO et al., 2008).

Com o limite de deteccao do sinal podemos definir com a seguinte equacgao:

Yid = Ybranco + T S

Onde:
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yid — limite de deteccéo;
Ybranco — Valor meédio dos sinais de n amostras branco;
t — valor de distribuicdo de Student correspondente n — 1 (graus de liberdade);

s — desvio-padrao das n medidas de amostras branco.

8.4. Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo € um procedimento analitico individual que define a
menor quantidade do analito na amostra que pode ser quantificado com precisao e
exatidao aceitaveis (INMETRO, 2016).

Normalmente corresponde a menor concentracdo que metodo consegue
definir diferenciado o branco. O limite é testado com amostras independentes no
mesmo nivel de concentracdo do LQ, verificando a recuperacao/tendéncia e
precisao, utilizando 6 replicadas para tais testes (INMETRO, 2016).

Na pratica, o LQ corresponde normalmente ao padrdo de menor concentracéo
utilizado na curva de calibragdo (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, 2017).

8.5. Recuperacéo

A recuperacdo é estimada pela analise de amostras fortificadas com
quantidades conhecidas de um composto conhecido, podem ser fortificadas com
trés diferentes concentracdes, baixa, média, alta, da faixa de trabalho. Esse
procedimento existe uma limitacdo, a presenca de analitos adicionados em uma
forma facilmente detectavel pode ocasionar avaliagdes otimistas de recuperacao
(INMETRO, 2016).

De acordo com o documento de orientagéo do INMETRO, DOQ-CGCRE-008,

sdo observados os critérios sugeridos na Tabela 8:
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Tabela 8: Critério de avaliagdo para recuperacgao

Analito, % Raz&o do analito Unidade Recuperacdo média, %
100 1 100 % 98 — 102
10 10% 10 % 98 — 102
1 10 1% 97 — 103
0,01 103 0,1% 95 - 105
0,001 10+ 100 ppm 90 — 107
0,0001 10° 10 ppm 80 — 110
0,00001 10° 1 ppm 80 — 110
0,000001 107 100 ppb 80 - 110
0,0000001 108 10 ppb 60 -115
0,00000001 10° 1 ppb 40 -120

Fonte: INMETRO., 2016.

8.6. Precisao

As trés avaliacdes mais comuns sao: repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade, usualmente expressas pelo desvio padrdo e coeficiente de
variacdo (INMETRO, 2016).

8.6.1. Repetibilidade

Um procedimento de medicdo que a condicdo seja a mesma para todos os
requisitos, operadores, sistema de medicdo, condicbes de operacao, local e o
mesmo objeto. Determinada por meio de analises de padrdes de referéncia ou
adicédo de padréo no branco nas faixas de trabalho baixa, média, alta concentragdes
(INMETRO, 2016).

Para critérios de avaliacdo da repetibilidade encontrado no documento de
orientacao do INMETRO, DOQ-CGCRE-008, sao observados na Tabela 9.



Tabela 9: Critérios de avaliagao da repetibilidade
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Analito, % Razé&o do analito Unidade DPR, %
100 1 100 % 1,3
10 10% 10 % 19
1 10 1% 2,7
0,01 103 0,1 % 3,7
0,001 10+ 100 ppm 53
0,0001 10° 10 ppm 7,3
0,00001 106 1 ppm 11
0,000001 107 100 ppb 15
0,0000001 108 10 ppb 21
0,00000001 10° 1 ppb 30

Fonte: INMETRO., 2016.
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9. MATERIAIS E METODO

9.1. Materiais

Para o desenvolvimento do presente trabalho foram utilizados os seguintes

materiais:

e Tubos de tipo Falcon 10 mL e 50 mL,;

e Tubos do tipo Eppendorf;

e Padrdes analiticos de diuron, flutriafol, procimidona e tebuconazol;

e Coluna cromatografica 5MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 ug;

e Kits — QUEChERS (4 g MgSOs4 — sulfato de magnésio, 1 g Acetato de
s6dio);

e Kit de sais de limpeza QUEChERS (1,2g MgSO4 e 400 mg de PSA,
primary secondary amine);

e Acetonitrila e Isopropanol grau HPLC;

e Agua ultrapura;

e Proveta, espatula.

9.2. Equipamentos

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os seguintes

eguipamentos:

e Moinho para preparo de amostras;

e Freezer para estocar padrdes analiticos;
e Freezer de baixa temperatura, — 20 °C;
e Balancas semi analitica;

e \Vortex;

e Centrifuga,
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e Cromatografo a gas 456 — GC e espectrédmetro de Massas triplo quadrupolo
da marca BRUKER.

9.3. Amostragem

As amostras de feijao dos tipos corda, preto, branco e azuki foram obtidos na

regido de Sao Paulo, principalmente em lojas de produtos a granel.

9.4. Metodologia

A metodologia proposta € a quantificacdo dos fungicidas relacionados por
extracfes via QUEChERS e extracdo solido — liquido de baixa temperatura via
cromatdgrafo a gas acoplado a um espectrdmetro de massas triplo quadrupolo.

9.4.1. Extracdo QUEChERS

As amostras de feijao foram moidas previamente, com isso foram pesados 3
gramas em balanca semi analitica, adicionados 4 mL de Acetonitrila e 1mL de
Isopropanol, agitagéo brusca por aproximadamente 1 minuto, adicionados os sais
de extracéo (4 g MgSOa e 1 g de Acetato de Sédio) adicao do padréo de verificagdo
diuron em concentracéo de 25 ug kg, agitacdo brusca por 1 minuto, foi utilizado
uma centrifuga para separar o sobrenadante, transferido 1 mL para outro frasco
contendo sais de limpeza, 1,29 MgSOs4 e 400 mg de PSA, agitacdo por
aproximadamente 1 minuto, retirado o sobrenadante e analisado via GC — MS/MS,

Figura 21.
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Figura 21: Extracdo QUEChERS testada

3g de amostra
Tubo 50 mL tipo Falcon

|
4 mL de Acetonitrila
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9.4.2. Extracao solido — liquido em baixas temperaturas

As amostras de feijao previamente moidas, sem padronizacédo de tamanho de
particulas, foram pesadas 3 gramas em balanca semi analitica, adicionados 4 mL
de Acetonitrila e 1 mL de Isopropanol, adicdo de diuron em concentragéo de 100
ug kg?, agitacdo em vortex por aproximadamente 1 minuto e deixado por
aproximadamente 24 horas em Freezer de temperatura constante de 20 graus
Celsius negativos, retirada a fase ndo congelada e analisado via GC — MS/MS,

Figura 22.
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Figura 22: Extragao solido — liquido em baixas temperaturas
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9.4.3. Metodologia analitica

Preparado os padrdes analiticos, ja citados nos materiais, nas seguintes
concentragdes em micrograma por quilograma, ug kg, para preparacéo de curva
analitica 10, 25, 50, 100, 250, 500 e 700 e posterior verificacdo de linearidade da
mesma.

Foi selecionada a nota de aplicacéo, Rapid and Simple Approaches to Multi-
residue Pesticide Analysis in Fruits and Vegetables on both GC-MS/MS and LC-
MS/MS, da empresa Bruker, como metodologia base e com isso foi efetuada uma
otimizacdo das condi¢cdes do cromatografo a gas e no espectrometro de massas
GC - MS/MS

Na Tabela 10 e 11 observa-se 0s parametros otimizados de fluxo, temperatura
e rampa de aquecimento, otimizado para os fungicidas propostos para o
cromatografo a gas:



Tabela 10: Parametros para o cromatografo a gas
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Amostrador Automaético 1L
Injetor 250 °C
Fluxo 1 mL min* em splitless 0,80 min

Gas de arraste

Hélio

Coluna

5MS - 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym

Tabela 11: Parametros para o forno de aquecimento

Rampa de Agquecimento

Taxa de Aquecimento Temperatura Tempo de aguardo
Inicial 100 °C 0 min
20 °C.min* 220°C 3 min
40 °C.min* 280 °C 4 min
Tempo Total 12 minutos

Na Tabela 12, observa-se os parametros de temperatura e transicées de ions

precursores e ions produtos desenvolvidos para o espectrometro de massas dos

fungicidas propostos.

Tabela 12: Parametros para o espectrometro de massas

Fonte

250 °C

Linha de Transferéncia

230 °C

Analise MRM — Multiple Reaction Monitoring
_ 161 > 90 (10 eV)
Diuron
161 > 62,70 (10 eV)
219 > 164,70 (10 eV)
Flutriafol 219 > 123,20 (10 eV)

123,30 > 82,50 (10 eV)

Procimidona

96 > 67 (10 eV)
96 > 53 (10 eV)

Tebuconazol

250 > 125 (10 eV)
125 > 82,50 (10 eV)
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10. RESULTADOS E DISCUSSAO

10.1. Testes de extracao

Dois diferentes tipos de extragbes foram efetuados QUEChERS e solido —
liquido em baixa temperatura.

Na extracdo QUEChERS efetuada um comparativo entre extracdo do feijao
com e sem limpeza, para avaliar a efetividade da limpeza na redugéo do efeito de
matriz e reducdo de proteina no sinal ruido do cromatograma, para todos os tipos
e compostos, o padréo de diuron de concentragdo 25 ug kg foi o selecionado para
efetuar os testes, os resultados utilizando a limpeza foi mais efetivo comparados

aos sem limpeza como pode ser observado na Tabela 13.

Tabela 13: Comparativo entre extracdo do feijdo por QUEChERS com e sem limpeza

QUEChERS Preto Branco Corda Azuki Unidade
0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000

Sem cleanup 0,000 0,000 0,000 0,000 ug kg?
0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000
24,171 24,162 23,268 24,546
24,423 24,072 25,268 24,233

Com cleanup 24,280 23,561 24,830 25,963 ug kgt
23,422 23,932 23,814 26,600
23,823 25,142 22,896 24,627

Fonte: Autoria Prépria

Na extracdo solido — liquido em baixa temperatura os resultados foram
distintos ndo chegando uma coeréncia do resultado, portanto essa extracao para
esses compostos fungicidas em estudo, essa extracao nao foi eficiente e durante o
processo foi descartada, o padrdo de diuron de concentracdo 100 pg kg? foi
selecionado para o teste, o motivo pelo resultado incoerente pode ser devido a ma
interacdo entre a superficie de contato e o solvente organico, ou uma interagéo

insuficiente entre o solvente organico e os compostos alvos na matriz, na Tabela



14 temos as cinco extragdes que foram efetuadas no mesmo dia com as mesmas

condicoes.

Tabela 14: Resultados de extracao sélido-liquido em baixa temperatura do feijao

Preto Branco Corda Azuki Unidade
145,117 77,314 203,524 103,577
_ 143,115 77,610 199,542 102,983
ZEIPEN 43,567 31,932 25,024 0,000 ug kg
temperatura
40,059 45,410 70,903 30,968
35,888 49,250 59,902 0,000

Fonte: Autoria Prépria

Com os dados da extracdo foi definido que a extracdo QUEChERS, seria a

mais apropriada para o trabalho.

10.2. Testes de validacao
10.2.1. Seletividade

Para determinar a seletividade do equipamento foi efetuada a injecdo de
padrées analiticos dos compostos alvo a fim de determinar seus tempos de
retencdo, fragmentacdo e separacao cromatografica em varredura completa e em
monitoramento de reac¢des multiplas, MRM.

Na Figura 23, foi efetuado uma anélise em varredura completa com o objetivo
de determinar os tempos de retencdes, fragmentacao e separacdo dos compostos
alvo, diuron, flutriafol, procimidona e tebuconazol, com essa andlise foi comprovada
a seletividade do sistema GCMS/MS

Apoés essa etapa de seletividade em varredura completa, foi efetuada uma
analise em monitoramento de reacdes multiplas com o objetivo de definir a melhor

ion precusor e seu ion produto com sua respectiva energia de coliséo.



Figura 23: Separacao cromatografica em varredura completa
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Figura 24: Separacao cromatografica em MRM

g 4 Diuron; gn.mﬁg? ((+) 161.0 = 90.0, 161.0 = 62.7); P112-23 EE
] ] = 05865 Filtered
150 = =
1003 :
5H -
] |_ _
g 3 Procimidona; 67.0+453.0 ((+) 96.0 > 67.0, 95.0 > 53.0); % 1223 [ofd

] 3 05505 Filtered
* 1257 =
1.003 E
El 0.755 =
0605 E
0.267 E
D_I]D—E wm =

— [N

o 1 Flutriafol, 123.2 ((+219.0 = 164.7,219.0 = 123.2,123.2 = §2.58), P1
O . 12-23-05 ¥MS: |Filtered  ©
A+ -
g 304 -
20- -
10 =
o] 1 -

@ Tebuconazaol, (+) 2500 = 125.0; P1 12-23-05.xM5; Filtered
[ -
2 E
2
B
1
R RARARAALN ARRRRRAAL RRRRRRAAL RRRRRRRAL T IRRRRRRRRN T RRRRRRRRN P

3 4 5 5 7 8 g 10 11

61



62

10.2.2. Faixa de trabalho / Faixa linear de trabalho

Para a faixa de trabalho foram preparadas concentracées entre 25 ug kg? e
700 uyg kgt, com isso a faixa linear de trabalho contemplas as seguintes
concentragées 25 ug kg?, 50 ug kg, 75 ug kgt 100 pg kg?, 250 ug kg, 500 ug
kg para os compostos de diuron, flutriafol e tebuconazol, Figura 25, e as
concentracdes de 25 ug kg, 50 ug kg, 100 ug kg, 250 ug kg?, 500 ug kg? e 700

ug kgt para a procimidona, Figura 26.

Figura 25: Faixa linear de trabalho para diuron, flutriafol e tebuconazol
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Figura 26: Faixa linear de trabalho para procimidona
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10.2.3. Linearidade

Determinado a faixa linear de trabalho foram efetuadas injec6es dos padrées
analiticos nas concentracdes estabelecidas anteriormente, com isso observa-se a
linearidade com relagdo ao R quadrado obtido sendo préximo a 1 o valor de uma
curva analitica reta.

Para a validacdo da linearidade foram efetuadas 5 injecdes repetidas para
cada concentracdo e assim avaliando o valor de R quadrado para todos os
compostos, observa-se na Figura 27 que todos os valores de R quadrado estédo
acima de 0,99 o que nos responde que esta linear.



Figura 27: Linearidade dos padrdes analiticos
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10.2.4. Sensibilidade

A sensibilidade foi medida com a injecao de padrédo com concentracao abaixo

de 10 pg kg, porém néo obtendo a melhor resposta para o equipamento assim

com a injecédo do padrdo de 10 ug kg, observa-se que se temos uma resolucédo

aceitavel para os compostos, na Figura 28, foi efetuada a sobreposicdo dos

padrées em concentragdes de 10 e 30 ug kg para demonstrar a sensibilidade do

equipamento entre duas concentracoes diferente.
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Figura 28: Demonstracdo da sensibilidade em comparativo de duas concentracdes, 10 e 30 pg kg
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10.2.5. Limite de deteccéo e quantificacao

O limite de deteccéo do sinal foi utilizado a seguinte equacao e utilizando o't
Student para 99 % de probabilidade de ser maior que o branco e um grau de
liberdade, n—1, iguala 7

Yid = Ybranco + T S

Tabela 15: Limite de deteccdo do sinal para os fungicidas

Sinal Branco Diuron Fluriafol Procimidona Tebuconazol
1 1,20 1,30 1,20 1,40
2 1,40 1,20 1,50 1,30
3 0,90 1,20 1,10 1,60
4 1,10 1,13 1,17 1,63
5 1,05 1,08 1,12 1,23
6 1,00 1,03 1,07 1,13
7 0,95 0,98 1,02 1,23
8 0,89 0,93 0,97 1,19
T Student 3,355
Média 1,06 1,11 1,14 1,34
Desvio 0,17 0,12 0,16 0,19
LD do sinal 1,64 ug kg* 1,52 ug kgt 1,69 ug kg* 1,97 ug kg*

Para o limite de quantificacdo, LQ, foi atribuido o conceito que corresponde
normalmente ao padrao de menor concentracdo utilizado na curva de calibracao,

portanto como resultado observa-se na Tabela 16.

Tabela 16: Limite de quantificacdo para os fungicidas

Diuron Fluriafol Procimidona Tebuconazol
25 pg kg 25 pg kg 25 pg kg™ 25 g kg™




10.2.6. Recuperacao
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A recuperagdo por extracgdo QUECHhERS foi determinada a partir de

fortificacdo da amostra, foram selecionados dois compostos , diuron e tebuconazol,

por estar com baixo volume para analise e trés diferentes concentracdes, baixa, 25

ug kg, média, 75 ug kg e alta, 250 ug kg2, com isso a faixa da recuperacéo esta

entre 80 — 110 %.

Na Tabela 17 observa-se para o diuron sua resposta foi aceitavel e dentro da

faixa estipulada de 80 — 110 % de recuperacao para todos os trés diferentes niveis

de concentracdo com um desvio padrdo para concentracao baixa, média e alta

abaixo dos 6 %.

Tabela 17: Recuperacao diuron

Amostra Concent%g_lé\o €m g Recfgpécnec?igae?cijg Recuperagao (%)
kg
1 24,915 25,000 99,660
2 24,117 25,000 96,468
3 22,005 25,000 88,020
4 23,789 25,000 95,156
5 22,809 25,000 91,236
6 22,933 25,000 91,732
7 22,242 25,000 88,968
8 20,983 25,000 83,932
9 21,965 25,000 87,860
10 22,064 25,000 88,256
Média 22,782 91,129
DP 1,19 4,74
DPR (%) 5,21 5,21




Tabela 17: Recuperac¢éo diuron continuagéo
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Concentracdo em g Conf:en_tragéo ~
Amostra kg Referel?(zl_zla em ug Recuperacao (%)

1 79,865 75,000 106,486

2 73,680 75,000 98,240

3 75,573 75,000 100,764

4 73,003 75,000 97,337

5 72,969 75,000 97,292

6 78,727 75,000 104,969

7 72,842 75,000 97,123

8 70,818 75,000 94,424

9 67,380 75,000 89,840

10 73,770 75,000 98,360

Média 73,862 98,483
DP 3,60 4,80
DPR (%) 4,87 4,87

Amostra Concenthg_lélo €M hd Reci‘gpgrfgi;aeﬁig Recuperagao (%)
kg

1 251,538 250,000 100,615

2 241,158 250,000 96,463

3 247,505 250,000 99,002

4 244,964 250,000 97,985

5 243,366 250,000 97,346

6 241,520 250,000 96,608

7 233,069 250,000 93,227

8 245,562 250,000 98,224

9 244,704 250,000 97,881

10 246,558 250,000 98,623

Média 243,994 97,597
DP 4,87 1,95
DPR (%) 2,00 2,00

Na Tabela 18 observa-se para o tebuconazol sua resposta foi aceitavel e

dentro da faixa estipulada de 80 — 110 % de recuperagao para de recuperacao para

todos os trés diferentes niveis de concentracdo com um desvio padréo para

concentracéo baixa, média e alta abaixo dos 10 %.



Tabela 18: Recuperacéo tebuconazol
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Concentragdo em ug ConAcen_tragéo ~
Amostra kg Referer;zjl_? em ug Recuperacao (%)

1 27,017 25,000 108,068

2 22,180 25,000 88,720

3 22,711 25,000 90,844

4 22,265 25,000 89,060

5 27,209 25,000 108,836

6 27,036 25,000 108,144

7 26,548 25,000 106,192

8 26,634 25,000 106,536

9 24,045 25,000 96,180

10 21,121 25,000 84,484

Média 24,676 98,706
DP 2,44 9,77
DPR (%) 9,90 9,90

Concentragcdo em ug ConAcen_tragéo .

Amostra kg Refererr(zl_? em ug Recuperacao (%)

1 73,470 75,000 97,960

2 69,259 75,000 92,345

3 78,465 75,000 104,620

4 74,692 75,000 99,589

5 82,358 75,000 109,810

6 75,666 75,000 100,888

7 75,920 75,000 101,226

8 71,885 75,000 95,8466

9 83,509 75,000 111,345

10 78,160 75,000 104,213

Média 76,338 101,784
DP 4,43 5,91
DPR (%) 5,81 5,81
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Tabela 18: Recuperac¢éo tebuconazol continuacao

Concentracdo em g Congen_tragéo ~
Amostra kg Referenkcgl_? em ug Recuperacao (%)

1 236,964 250,000 94,785

2 252,761 250,000 101,104

8 252,986 250,000 101,194

4 238,172 250,000 95,268

5 248,208 250,000 99,283

6 252,419 250,000 100,967

7 252,308 250,000 100,923

8 254,679 250,000 101,871

9 240,578 250,000 96,231

10 240,134 250,000 96,053

Média 246,920 98,768
DP 7,10 2,84
DPR (%) 2,88 2,88

10.2.7. Preciséao

A precisao nao pode ser maior que 20 % e o desvio padrao relativo, DRP, ndo
pode ser maior que 5 %, a repetibilidade foi selecionada pbr o procedimento
necessitar do mesmo operador, condicdes de preparo, sistema e local, com iSso 0s
padrdes foram adicionados na matriz e diferentes faixas de concentragdes foram
escolhidas, baixa, 25 ug kg?, média, 50 ug kg e alta 250 ug kg?. Foi utilizado
apenas um padrdo por concentracao pois estava limitacdo o volume.

Na Tabela 19, observa-se que na concentracdo baixa, 25 upg kg?, foi
selecionado o padrdo de Flutriafol, utilizando a matriz de feijdo branco e azuki,
obtivemos como resultado uma precisao abaixo dos 20 % e a DRP de 4,49 % para
o feijdo branco e uma DRP de 1,93 % para o feijao azuki, abaixo de 5% que a

metodologia de validagéo solicita.



Tabela 19: Resultados de precisdo, concentracéo baixa, 25 ug kg, Flutriafol
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A Concentracéo Concentracdo Referéncia | Preciséo
mostra 1 1
em pg kg em pg kg (%)
Feijdo Branco
1 23,671 25,000 5,316
2 23,614 25,000 5,544
Flutriafol 3 23,764 25,000 4,944
4 26,196 25,000 4,784
5 24,202 25,000 3,192
Média 24,289
DP 1,090
DPR (%) 4,490
A Concentragéo Concentragcdo Referéncia | Precisdo
mostra 1 Kl
em pg kg em pg kg (%)
Feijdo Azuki
1 23,753 25,000 4,988
2 24,216 25,000 3,136
Elutriafol 3 23,171 25,000 7,316
4 23,528 25,000 5,888
5 23,103 25,000 7,588
Média 23,554
DP 0,460
DPR (%) 1,930

Na Tabela 20, observa-se que na concentracdo média, 50 ug kg?, foi

selecionado o padrdo de Diuron, utilizando a matriz de feijdo branco e corda,

obtivemos como resultado uma precisao abaixo dos 20 % e a DRP de 4,52 % para

o feijdo branco e uma DRP de 3,15 % para o feijdo de corda, abaixo de 5% que a

metodologia de validacédo solicita.



Tabela 20: Resultados de precisdo, concentragdo média, 50 ug kg, Diuron
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Amostra Concentracao anc_entrag:éo Preciséo
em pg kg™ Referéncia em ug kg™ (%)
Feijdo de Corda
1 58,517 50,000 17,034
2 58,606 50,000 17,212
3 57,982 50,000 15,964
, 4 54,312 50,000 8,624
Diuron
5 56,627 50,000 13,254
Média 57,209
DP 1,800
DPR (%) 3,150
Amostra Concentracéo anc_entragéo Preciséo
em pg kg* Referéncia em pg kg* (%)
Feijdo Branco
1 49,924 50,000 0,152
2 56,291 50,000 12,582
3 54,79 50,000 9,580
, 4 55,175 50,000 10,350
Diuron
5 54,150 50,000 8,300
Média 54,066
DP 2,440
DPR (%) 4,520

Na Tabela 21, observa-se que na concentracdo alta, 250 ug kg?, foi

selecionado o padrao de Tebuconazol, utilizando a matriz de feijao preto e azuki,

obtivemos como resultado uma preciséo abaixo dos 20 % e a DRP de 3,75 % para

o feijdo preto e uma DRP de 4,70 % para o feijdo azuki, abaixo de 5% que a

metodologia de validacédo solicita.
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Tabela 21: Resultados de precisdo, concentragédo alta, 250 ug kg1, Tebuconazol

A Concentracdo | Concentracdo Referéncia | Precisdo
mostra 1 Kl
em pg kg em pg kg (%)
Feijao Preto
1 228,017 250,000 8,793
2 244,589 250,000 2,164
3 229,100 250,000 8,360
4 247,478 250,000 1,009
Tebuconazol
5 234,857 250,000 6,057
Média 236,808
DP 8,870
DPR (%) 3,750
A Concentracdo | Concentracéo Referéncia | Precisao
mostra 2 1
em pg kg em pg kg (%)
Feijao Azuki
1,0 248,837 250,000 0.465
2,0 259,327 250,000 3,731
3,0 239,374 250,000 4,250
Tebuconazol 4,0 231,291 250,000 7,484
5,0 255,876 250,000 2,350
Média 246,941
DP 11,610
DPR (%) 4,700

10.3. Resultados de amostras

A validacdo da metodologia analitica foi satisfatéria para seletividade,
sensibilidade, linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo e precisdo, como
observados nos dados anteriores, assim foram efetuadas amostragens dos tipos
de feijdes, branco, preto, corda e azuki, extraidos e analisados.

Na Tabela 22 observa-se que foram analisadas 31 amostras para os quatro
tipos de feijdes escolhidos e em 7% das amostras coletadas diferentes locais de
produtos a granel foi encontrado o fungicida procimidona acima do limite permitido
pela legislacdo de 500 ug kg, por volta de 2 amostras por tipo de feijdo, apenas

no azuki observa-se 3 amostras com valores acima do permitido.
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Os compostos Flutriafol e Tebuconazol em algumas amostras foram

encontrados, porém abaixo do limite de quantificacéo e outras amostras nao foram

detectados 0os compostos.

Tabela 22: Concentra¢des analisadas do fungicida procimidona nas amostras de feijao

Feijao
Amostra Preto Branco Corda Azuki Unidade
1 188,562 376,870 39,799 28,038
2 81,485 47,794 37,580 46,640
3 76,050 53,360 41,263 48,008
4 80,736 47,213 36,133 46,229
5 80,422 37,362 37,039 49,239
6 77,025 29,606 37,458 50,501
7 72,305 28,769 35,849 47,078
8 295,220 40,293 259,189 31,537
9 228,267 39,446 264,227 35,264
10 143,115 40,360 265,558 35,286
11 43,567 39,164 261,514 35,319
12 128,507 39,388 274,735 31,957
13 85,193 39,660 43,386 32,938
14 83,439 216,960 35,667 31,284
15 76,419 235,209 35,978 269,502
16 67,355 252,365 33,286 273,641 ug kgt
17 64,969 214,370 33,251 264,055
18 318,243 198,962 31,454 258,239
19 229,906 203,131 30,278 263,660
20 230,778 183,936 28,689 427,029
21 237,540 296,371 34,841 411,554
22 492,752 286,666 36,896 625,149
23 515,174 267,477 33,919 283,468
24 256,627 267,268 34,278 353,411
25 276,036 260,405 33,076 513,987
26 467,731 286,363 31,281 311,317
27 632,520 378,321 584,215 550,785
28 287,996 670,378 484,459 188,446
29 126,227 188,180 505,939 174,998
30 137,286 618,594 295,423 265,352
31 224,257 415,396 98,444 52,011
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11. CONCLUSOES

As analises dos agrotoxicos em feijdo representam as amostras coletadas na
Regido Metropolitana da Cidade de S&o Paulo.

Dois testes de extracdo foram efetuados e observa-se que pela extracdo
sélido-liquido por baixa temperatura, obtivemos ineficacia na extracdo gerando
resultados aleatérios para o composto Diuron, adicionado na matriz na
concentracdo de 100 pg kg™.

Nos testes via extracdo QUEChERS, o padrao Diuron, adicionado matriz na
concentragdo de 25 pg kg, obtivemos resultados reprodutivos e conclusivos para
tal andlise de residuos de agrotéxicos em alimentos, assim definida a técnica de
extracao.

Foi selecionada uma nota de aplicacdo, Rapid and Simple Approaches to
Multi-residue Pesticide Analysis in Fruits and Vegetables on both GC-MS/MS and
LC-MS/MS, da empresa Bruker, como metodologia base e com isso foi efetuada
uma otimizacdo das condi¢cdes do cromatografo a gas e no espectrometro de
massas GC — MS/MS para os fungicidas analisados, como objetivo de obter os
compostos mais rapidamente com melhor seletividade e preciséo.

Comprovada pela metodologia que o equipamento cromatografo a gas
acoplada com espectrometro de massas triplo quadrupolo TANDEM modelo EVOQ
— Bruker, obteve a sensibilidade necessaria para atigir os valores solicitados pela
legislacédo brasileira.

A linearidade obteve-se valores de coeficiente maiores que 0,990 para o 1%, 0
limite de deteccéo do sinal obteve-se valores calculados para flutriafol de 1,64 pg
kg?, para procimidona de 1,52 pg kg?, para flutriafol de 1,69 pg kg? e para
tebuconazol de 1,97 pg kg e os limites de quantificacdo para todos os compostos
de 25 ug kg, onde foi considerado o primeiro ponto da curva de calibracéo.

Para recuperagdo foi utilizado Diuron e Tebuconazol, por pouca
disponibilidade de padrdo para a validacao, injetado dez repeti¢cdes, em trés niveis

de concentracdo, baixa, 25 ug kg, media, 75 ug kg? e alta, 250 ug kg, onde
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obteve-se a recuperacédo dentro da faixa estipulada 80 — 110 % para todos os niveis
de concentracéo.

Dentro as diferentes formas de avaliar a precisdo, a repetibilidade foi
escolhida devido as condi¢cdes que solicita, mesmo operador, condicbes de
preparo, sistema e local, foram selecionados trés padrbes em trés niveis de
concentracdo, baixa, Flutriafol, 25 ug kg, intermediaria, Diuron, 50 ug kg? e alta,
Tebuconazol, 250 ug kg, obtendo-se a precisdo abaixo dos 20% e o desvio padréo
abaixo dos 5 %, estipulados.

Considerando a alta solubidade na agua do Flutriafol, sua eficacia pode ser
prejudicada com chuvas ou regas demasiadas, sua utilizacéo € de forma preventiva
apenas se ocorrer a doenca e a maior dosagem quando ocorrer maior pressao das
doencas e condi¢des favoraveis para o desenvolvimento, da mesma.

Para a Procimidona por seu tempo de meia vida curto, aproximadamente 7
dias no solo, sua utilizacdo pode ser mais frequente, justificando assim os
resultados encontrados no trabalho, ao final da cultura é importante garantir que
nao exista a presenca desse fungicida para evitar reintroducéo no préximo ciclo de
producéo ou de seus metabolitos eventualmente mais toxicos.

A utilizacdo do Tebuconazol é a partir do comec¢o do florescimento, apés
emissdo do primeiro botdo, no inicio da infeccdo podendo ser feita mais de uma
aplicacao com intervalo de 15 - 20 dias da primeira, podendo ser utilizado de 2 a 3
vezes por ciclo dependendo do fabricante e sua meia vida no solo é de 62 dias. A
sua utilizacdo néo € tao frequente.

Foram analisadas por volta de 30 amostras e 7 % das amostras foram
encontrados valores de procimidona acima de 0,5 mg kg?! permitidos pela
legislacéo, isso corresponde a 2 amostras por tipo de feijao, diferenciado do azuki
gue obteve 3 amostras contaminadas.

Concluimos que para os fungicidas analisados os feijdes estdo abaixo da
legislagdo, porém ndo podemos afirmar que ndo estdo isentos de agrotéxicos e

novos estudos para outros deveréo ser efetuados.
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ANEXOS
ANEXO 1
INDICE MONOGRAFICO NOME
F36 FLUTRIAFOL
a) Ingrediente ativo ou nome comum: FLUTRIAFOL (flutriafol)
b) Sinonimia: PP 450; R 152450
c) N° CAS: 76674-21-0
d) Nome quimico: (RS)-2,4'-difluoro-a-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl) benzhydryl
alcohol
e) Férmula bruta: CisH13F2N30

¢))
h)

)

Foérmula estrutural:

Grupo quimico: Triazol
Classe: Fungicida

Classificacao toxicolégica: Classe lll

Uso agricola: autorizado conforme indicado.

Modalidade de emprego: Aplicagcdo foliar nas culturas de abacate, abacaxi,

abobora, abobrinha, algodéo, alho, anonaceas, arroz, aveia, banana, batata,

batata-doce, batata-yacon, beterraba, berinjela, cacau, café, cana- de-acucar,

canola, cara, cebola, chalota, chuchu, cupuacu, ervilha, eucalipto, feijédo, feijdo-

caupi, gengibre, gergelim, girassol, grdo-de-bico, guarana, inhame, jilo, Kiwi,

lentilha, linhaga, macd, maméo, mandioca, mandioquinha-salsa, manga, maracuja,

maxixe, melancia, meldao, milho, nabo, pepino, pimenta, pimentdo, quiabo,

rabanete, roma, soja, tomate e trigo.



Aplicacéo localizada na cultura de banana. Aplicacdo em solo nas culturas de café

e maca.

Aplicacdo em sementes de algodao, aveia, cevada, feijao, soja e trigo. Aplicacéao

no sulco de plantio na cultura de cana-de-acUcar.

Culturas

Modalidade de
Emprego

(Aplicacéo)

LMR (mg kg™?)

Intervalo de

Seguranca

Abacaxi?

Foliar

0,5

07 dias

Abobrinha?

Foliar

0,2

07 dias

Algodéo

Sementes

0,1

(1)

Anonéaceas!?

Foliar

0,5

07 dias

Aveia

Foliar

0,3

14 dias

Banana

Foliar

0,1

03 dias

Batata

Foliar

0,1

14 dias

Batata-yacon?

Foliar

0,1

14 dias

Berinjelat

Foliar

0,2

07 dias

Café

Foliar

0,05

30 dias

Cana-de-

acucar

Foliar

0,3

60 dias




Canola?

Foliar

o
N

14 dias

Cebola

Chalota?

Foliar

Foliar

o
[EEN

o
[ERN

14 dias

14 dias

Cupuacgu?

Foliar

o
&

07 dias

Eucalipto

Foliar

Cc
pd
>

Feijao

Sementes

o
[EEN

(1)

Gengibre?

Foliar

o
N

14 dias

Girassol

Foliar

o
[ERN

14 dias

Guaranat

Foliar

o
&

07 dias

Jilot

Foliar

o
N

07 dias

Lentilhat

Foliar

o
[ERN

14 dias

Maca

Foliar

o
o
)

14 dias

Mamao

Foliar

o
&)

07 dias

Mandioquinha

- salsat

Foliar

o
[ERN

14 dias




90

Maracujat Foliar 0,5 07 dias

Melancial Foliar 0,5 10 dias

Milho Foliar 0,05 42 dias

Pepino? Foliar 0,2 07 dias

Pimentao Foliar 0,2 07 dias

Rabanete! Foliar 0,1 14 dias

Soja Foliar 0,1 28 dias

Tomate Foliar 0,3 03 dias

Trigo Sementes 0,1 )

(2) Intervalo de seguranca ndo determinado devido a modalidade de emprego. UNA
= Uso Nao Alimentar
L Inclus@es de culturas solicitadas conforme Instrugdo Normativa Conjunta - INC n°
001/2014

k) Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) = 0,01 mg.kg™ p.c.

Resolugdo RE n° 949 de 04/03/10 (DOU de 08/03/10) Resolucdo RE n° 2.131 de
03/06/14 (DOU de 04/06/14) Resolucdo RE n° 3.369 de 29/08/14 (DOU de
01/09/14) Resolucéo RE n° 4.703 de 05/12/14 (DOU de 08/12/14) Resolugcéao RE n°
871 de 07/04/16 (DOU de 11/04/16) Resolucéo RE n° 2.091 de 03/08/16 (DOU de
08/08/16) Resolucdo RE n° 2.288 de 24/08/17 (DOU de 28/08/17) Resolucdo RE n°
19 de 04/01/18 (DOU de 08/01/18) Resolucédo RE n° 2.753 de 02/10/19 (DOU de
04/10/19)
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ANEXO 2

INDICE MONOGRAFICO NOME

P33 PROCIMIDONA
a) Ingrediente ativo ou nome comum: PROCIMIDONA (procymidone)
b) Sinonimia: S-7131

c)
d)

9)
h)

)

N° CAS: 32809-16-8

Nome quimico: N-(3,5-dichlorophenyl)-1,2-dimethylcyclopropane-1,2-
dicarboximide

Formula bruta: Ci3H11Cl2NO2

Foérmula estrutural:

Cl O
CH

N

CH
Cl O

Grupo quimico: Dicarboximida
Classe: Fungicida
Classificacao toxicoldgica: Classe IV

Uso agricola: autorizado conforme indicado.

Modalidade de emprego: aplicacéo foliar nas culturas de alface, algodao, batata,

cebola, cenoura, feijdo, gladiolo, mac¢éd, melancia, meldo, morango, péssego, rosa,

soja, tomate e uva.

Aplicacdo em bulbilhos de alho. Aplicagdo em sementes de algodéo. Aplicacdo no

solo na cultura de batata.



Culturas

Modalidade de
Emprego
(Aplicacéo)

LMR (mg kg™?)

Intervalo de

Seguranca

Algodéo

Sementes

2,0

(1)

Alho

Bulbilhos

0,1

(1)

Batata

Solo

0,5

100 dias

Cenoura

Foliar

Gladiolo

Melancia

Morango

Rosa

Tomate

Foliar

Foliar

Foliar

Foliar

Foliar

UNA

UNA = Uso Nao Alimentar

! Intervalo de seguranca nao determinado devido a modalidade de emprego.

k) Ingestéo Diaria Aceitavel, IDA = 0,1 mg.kg™ p.c.
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Resolucdo RE n° 1.453 de 06/04/11 (DOU de 08/04/11) Resolucéo RE n°® 4.977 de
30/12/14 (DOU de 02/01/15).
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ANEXO 3
INDICE MONOGRAFICO NOME
T32 TEBUCONAZOL
a) Ingrediente ativo ou nome comum: TEBUCONAZOL (tebuconazole)

b)

c)
d)

e)

f)

¢))
h)

)

Sinonimia: GWG 1609; HWG 1608

N° CAS: 107534-96-3

Nome quimico: (RS)-1-p-chlorophenyl-4,4-dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
ylmethyl)pentan-3-ol

Formula bruta: C16H22CIN30

Formula estrutural:

OH

|
cl O CH, —CH, = C~ C(CH),

Grupo quimico: Triazol
Classe: Fungicida
Classificacao toxicolégica: Classe IV

Uso agricola: autorizado conforme indicado.

Modalidade de emprego: aplicacdo foliar nas culturas de abacaxi, abdbora,

abobrinha, acelga, acerola, alamo, alface, algodao, alho, almeirdo, ameixa,

amendoim, arroz, aveia, banana, batata, berinjela, beterraba, brocolis, cacau, café,

cana-de-agucar, caqui, cebola, cenoura, centeio, cevada, chicoria, chuchu, citros,

couve, couve-de-bruxelas, couve chinesa, couve-flor, cravo, crisantemo, eucalipto,

feijao, figo, gladiolo, goiaba, gramados, inhame, jil6, macd, mamao, mandioca,

mandioquinha-salsa, manga, maracuja, maxixe, melancia, meldo, milheto, milho,

morango, mostarda, nabo, nectarina, néspera, pepino, pera, péssego, pimentao,

rabanete, repolho, rosa, seriguela, soja, sorgo, tomate, trigo, triticale e uva.

Aplicacdo em sementes de trigo



Aplicacao no sulco de plantio para a cultura de cana-de-acucar.

Aplicacao em poés-colheita (imersédo de frutos) nas culturas de mamao, manga e

mel&o.
Culturas Modalidade de LMR Intervalo
Emprego (mg kg™?) de
(Aplicacéo) Seguranca

Aboborat

Foliar

1ldia

Acelgal

Foliar

1 dia

Alamo

Foliar

UNA

Algodéo

Foliar

30 dias

Almeirdo!

Foliar

1 dia

Amendoim

Foliar

30 dias

Aveial

Foliar

30 dias

Batata

Foliar

30 dias

Beterraba

Foliar

1 dia

Cacau

Foliar

14 dias

Cana-de-agucar

Foliar

Sulco de plantio

30 dias
90 dias




Cebola

Foliar

14 dias

Centeiot?

Foliar

30 dias

14 dias

Chalotal

Foliar

Chuchut

Foliar

1ldia

Couvel

Couve-flor?

Crisantemo

Gladiolo

Gramados

Foliar

Foliar

Foliar

Foliar

Foliar

Foliar

1 dia

UNA

14 dias

Jilét

Mamao

Foliar

Foliar

Imersdo de Frutos

UNA

UNA
1 dia
7 dias
1 dia

Mandioquinha-

salsat

Foliar

1 dia

Maracuja

Foliar

0,1

7 dias
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Maxixet

Foliar

0,5

1ldia

Melancia

Foliar

0,1

14 dias

Milheto!

Foliar

0,1

15 dias

Morango

Foliar

0,7

1 dia

Nabo?

Foliar

0,3

1 dia

Nésperat

Foliar

0,7

1 dia

Perat

Foliar

0,7

1 dia

Pimentao

Foliar

0,2

1 dia

Repolho

Foliar

2,0

1 dia

Seriguela!

Foliar

0,7

1 dia

Sorgo

Foliar

0,1

15 dias

Trigo

Foliar

Sementes

0,1

30 dias

(1)

Uva

Foliar

2,0

14 dias

Obs: LMR para o suco de Citros = 0,01 mg.kg™*

UNA = Uso Nao Alimentar

(1) Intervalo de seguranca nédo determinado devido a modalidade de emprego.
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YInclusdes de culturas solicitadas conforme Instrucdo Normativa Conjunta - INC n°
001/2014

k) Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) = 0,03 mg.kg™ p.c.

)] Uso como Preservante de Madeira - Uso exclusivo pelo método de
autoclavagem, para tratamento de madeiras destinadas a dormentes,
postes, cruzetas, mourdes para cercas rurais, esteios e vigas, por usinas
e industrias cadastradas pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos

Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA.

Resolugdo RE n° 160 de 19/01/10 (DOU de 20/01/10) Resolucdo RE n° 4.422 de
15/10/12 (DOU de 16/10/12) Resolucdo RE n° 3.175 de 20/08/14 (DOU de
21/08/14) Resolucdo RE n° 667 de 11/03/16 (DOU de 14/03/16) Resolucdo RE n°
1.744 de 30/06/16 (DOU de 04/07/16) Resolucdo RE n° 695 de 17/03/17 (DOU de
20/03/17) Resolucdo RE n° 1.476 de 02/06/17 (DOU de 05/06/17) Resolugcéo RE n°
1.648 de 21/06/18 (DOU de 25/06/18) Resolucdo RE n° 975 de 15/04/19 (DOU de
17/04/19) Resolucdo RE n° 1.411, de 24/05/2019 (DOU de 28/05/2019) Resolucao
RE n° 3.587, de 17/12/2019 (DOU de 18/12/2019)
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