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RESUMO
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DETERMINACAO DE RESIDUOS DE PESTICIDAS EM PLANTAS DE ARROZ
EMPREGANDO QuEChERS MODIFICADO E GC-ECD

AUTORA: JULIANA PIVETTA COGO
ORIENTADOR: PROF. DR. RENATO ZANELLA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 19 de dezembro de 2008

A cultura do arroz € uma atividade de importancia cada vez maior pela sua
utilizagcdo na alimentagdo humana, garantindo alimento suficiente e de qualidade para a
populacdo. A grande preocupacao € o uso intensivo de pesticidas; principal estratégia
no campo para o combate e a prevencao de pragas, e os residuos decorrentes desta
pratica. Neste trabalho, desenvolveu-se e validou-se um procedimento analitico,
utilizando o método de extracado QUEChERS modificado e Cromatografia Gasosa com
Deteccao por Captura de Elétrons (GC-ECD) para a determinacao residual dos
inseticidas bifentrina e lambda-cialotrina e dos fungicidas azoxistrobina e trifloxistrobina
em plantas de arroz. O método QUEChERS modificado consistiu em uma etapa de
extracao inicial utilizando 3,0 g de plantas de arroz na qual foi adicionado 15 mL de
acetonitrila contendo 1% (v/v) de acido acético, seguida por uma etapa de particao apos
a adicao de uma mistura de sais anidros (3 g de sulfato de magnésio e 1,7 g de acetato
de sdodio). Na sequiéncia foi realizada a etapa de clean-up de 4 mL de extrato com 20
mg de carvao ativado vegetal e 600 mg de sulfato de magnésio e a andlise por GC-
ECD utilizando-se coluna apolar DB-5. Na validacdao do método determinou-se LOD,
LOQ, linearidade, precisao (repetitividade e precisao intermediaria) e exatidao, avaliada
pela recuperagédo. Os valores de LOQ do método foram 1,0 mg kg™ para azoxistrobina
e 0,05 mg kg' para lambda-cialotrina, bifentrina e trifloxistrobina. As curvas analiticas
apresentaram linearidade entre 0,01 e 1,0 mg L', com valores de coeficiente de
determinagdo maiores que 0,993. O método apresentou boa precisdo, com valores de
RSD inferiores a 19,0%, e boa exatiddo, com recuperagdes entre 71,2 e 103,6%. O
método foi considerado adequado a analise dos pesticidas em plantas de arroz, visto
que todos os parametros de validagcdo atendem os limites sugeridos para validagao de
métodos cromatograficos. Apds ser validado, o método foi aplicado em um estudo da
concentracao residual dos pesticidas em plantas de arroz, oriundas de lavoura de arroz
irrigado de um experimento realizado no Campus da UFSM, onde foram aplicados
separadamente os pesticidas azoxistrobina, bifentrina, lambda-cialotrina e
trifloxistrobina, na safra 2007/2008. Todos os pesticidas em estudo foram detectados
até aproximadamente 20 dias apds a sua aplicagao.

Palavras-chave: residuos de pesticidas; arroz, plantas de arroz; GC-ECD, QUEChERS
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Rice culture is an activity that has currently been gaining more importance due to its use
in human feeding, allowing enough food and acceptable quality to the population. There
is a great concern regarding the intensive use of pesticides, the main strategy employed
in the countryside to combat and prevent plagues, as well as the residues resulting from
such practice. This paper has been developed and validated on an analytical procedure,
using the QUEChERS modified extraction approach and gas chromatography with
electron-capture detection (GC-ECD) for the determination of residual insecticides
lambda-cyhalothrin and bifenthrin and azoxystrobin fungicides and trifloxystrobin in rice
plants. The QUEChERS modified method was applied in an initial stage of extraction
using 3.0 g of rice plants in which was added 15 mL of acetonitrile containing 1% (v/v)
acetic acid, followed by a partition step after the addition of a mixture of anhydrous salts
(3 g of magnesium sulphate and 1.7 grams of sodium acetate). Next, the clean-up stage
was carried out 4 mL extract using 200 mg of activated charcoal and 600 mg of
magnesium sulfate and the analysed by GC-ECD using an apolar DB-5 column. During
method validation, LOD; LOQ; linearity; precision (repeatability and intermediate
precision); and accuracy, evaluated in terms of recovery, were determined. Using this
method, LOQ quantities were 1 mg kg™ for azoxystrobin and 0.05 mg kg™ for lambda-
cyhalothrin, bifenthrin and trifloxystrobin. The analytical curves presented linearity
between 0.01 and 1.0 mg L™, with coefficient of determination greater than 0.993. The
method had shown good precision, with RSD values smaller than 19.0%, and accuracy,
with recoveries between 71.2 and 103.6%. The method was considered adequate to the
analysis of pesticides in rice plants, considering that all validation parameters meet the
levels required for validation of chromatographic methods. After being validated, the
method was applied to the study of the residual concentration of pesticides in rice
plants, from rice crops irrigated with an experiment carried through at the UFSM
Campus; where the pesticides azoxystrobin, bifenthrin, lambda-cyhalothrin, and
trifloxystrobin were individually applied in 2007/2008 harvest. All pesticides in this study
were detected up to approximately twenty (20) days after being applied.

Keywords: residues of pesticides; rice; rice plants; GC-ECD, QUEChERS
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1 INTRODUCAO

O arroz é uma das culturas mais importantes no mundo sendo a principal fonte
nutricional para pessoas que moram em paises em desenvolvimento (CHANG & LUH,
1991). De acordo com dados da FAO (2006), entre os continentes, a Asia é o maior
produtor mundial (90,5%), seguido das Américas (5,9%), Africa (3,0%), Europa (0,5%) e
Oceania (0,1%). O Brasil é o nono produtor mundial de arroz e o primeiro fora do
continente asiatico (FAO, 2006).

A agricultura brasileira tem se destacado com numeros cada vez mais
expressivos, na producdo, em area plantada, na exportacdo e na quantidade de
tecnologias empregadas no campo. Tal crescimento leva também a utilizacdo de
maiores quantidades de pesticidas na produgédo agricola, colocando o Brasil como
segundo maior consumidor mundial (ANVISA, 2006).

O arroz, durante todo o seu ciclo, é afetado por doengas que reduzem a
produtividade e a qualidade dos graos. O controle destas doencas visa minimizar os
prejuizos na produtividade, com a redugado da taxa de infecgdo a niveis toleraveis,
dessa maneira, a utilizacao de pesticidas é necessaria para este propdsito.

Para ser usado na agricultura, todo pesticida deve ser registrado para a cultura e
para a praga alvo. A eficacia do pesticida no controle de pragas, doencas e plantas
daninhas dependem muito da sua aplicacdo. Sua utilizacdo indevida pode causar
muitos maleficios para o homem, animais silvestres, peixes e outros organismos
desejaveis que habitam ou visitam os campos de arroz para se alimentar.

A preocupacdo com a presenca de pesticidas nos alimentos e no meio ambiente
€ tdo antiga quanto a introducao destes produtos quimicos no controle de pragas e
doencas que afetam a producao agricola. Apesar disso, somente mais recentemente, o
avanco do conhecimento cientifico e as novas tecnologias da area laboratorial, vém
permitindo a avaliagao da qualidade dos alimentos que chegam a mesa da populagéo.

Os niveis de residuos de pesticidas nos alimentos e no meio ambiente dependem

de diversos fatores, como: tecnologia de aplicacédo, volume de produto aplicado, fatores



ambientais (luz, temperatura, umidade e algumas propriedades fisicas e quimicas do
solo), periodo de caréncia ou intervalo de seguranga e caracteristicas fisico-quimicas
dos pesticidas (MIDIO & MARTINS, 1997).

O monitoramento de residuos de pesticidas ndo é um trabalho simples e a
definicdo dos limites aceitaveis nos alimentos e no meio ambiente (agua, solo, plantas)
€ um conceito em constante mudangca. Ha 20 anos a falta de tecnologias mais
eficientes fazia dos niveis toleraveis de pesticidas em alimentos uma verdadeira
incégnita. Atualmente, as taxas aceitaveis sao revistas frequentemente (ANVISA, 2006).

Sabendo-se dessa problematica, este trabalho teve como objetivos: (i) a
otimizacdo e validacdo de um método de extracdo utilizando o Método QUEChERS
modificado e Cromatografia Gasosa com Detecgéao por Captura de Elétrons (GC-ECD)
para determinar residuos dos pesticidas azoxistrobina, bifentrina, lambda-cialotrina e
trifloxistrobina em plantas de arroz irrigado e (i) realizar um estudo de
acompanhamento da concentracdo residual destes fungicidas e inseticidas em
amostras de plantas de arroz, devido a utilizacdo dos restos das plantas, apds a
colheita de arroz, para a alimentacdo de animais, principalmente bovinos, contribuindo
assim para o estabelecimento de limites seguros para alimentacdo animal e
preservagcao do ambiente.

O uso destes fungicidas e inseticidas na cultura do arroz irrigado tem sido
intensificado nas ultimas safras devido a elevagcado da ocorréncia de doencas e pragas
causando prejuizo econdbmico em momentos muito préximos a colheita, destacando-se
assim, a importancia do desenvolvimento de métodos analiticos para a determinagao

residual destes pesticidas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Arroz

2.1.1 Histérico do arroz

O arroz pertence a divisdo angiosperma, a classe das monocotiledéneas, a
ordem glumiflora, a familia das gramineas e a subfamilia Bambusoideae ou Oryzoideae.
As gramineas, provavelmente, originaram-se na era Mesozobica e evidéncias
circunstanciais sugerem que tenha sido em clima tropical e, entdo, uma série de linhas
evoluiram e adaptaram-se a varios habitat (GOMES & MAGALHAES, 2004).

Acredita-se que o arroz asidtico (Oryza sativa L.) seja origindrio da Asia.
Segundo alguns historiadores, sua origem deu-se provavelmente na india, mais
precisamente ao sul, onde se encontram condi¢cdes de solos mais favoraveis para o seu
cultivo. Escritos indicos de 1300 a 100 anos a.C. descrevem certas praticas
agrondémicas, exibindo uma classificagdo agrondmica e alimenticia do arroz (GOMES &
MAGALHAES, 2004).

Atualmente, admite-se que o arroz se propagou desde o sudeste asiatico e india,
até a China, h& cerca de 3000 anos a.C., da China o arroz foi introduzido na Coréia e
depois no Japdo. E igualmente provavel que, do sul da China, o arroz foi introduzido
nas Filipinas, onde é cultivado ha 2000 anos. Paralelamente, através do sul da india,
pela rota da Malasia, o arroz foi propagado pela Indonésia, onde documentos
comprovam seu cultivo ha 1800 anos a. C. Também, a partir da india, o arroz chegou
ao Ceildao, onde foi cultivado primeiramente no sistema de sequeiro (GOMES &
MAGALHAES, 2004).

A introducdo do Oryza sativa L. na Asia Ocidental e no Mediterraneo é mais
recente e deu-se durante o Império Persa. A continuacao de sua implantagdo estendeu-
se a Turquia e Siria. A chegada deste cultivo na Grécia, Ird e Babilénia, segundo alguns



historiadores, deu-se em consequiéncia das invasées de Alexandre Magno, no ano 320
a.C. (GOMES & MAGALHAES, 2004).

A expansao do cultivo pelos arabes foi muito importante, sendo levado para o
Marrocos e Espanha, de onde se espalhou para varios paises vizinhos. Posteriormente,
foi introduzido na América pelos espanhdis e, no Brasil, pelos portugueses, onde se
tornou um dos principais alimentos de consumo interno (GOMES & MAGALHAES,
2004).

Alguns autores apontam o Brasil como o primeiro pais a cultivar esse cereal no
continente americano. O arroz era o "milho d'agua" (abati-uaupé) que os tupis, muito
antes de conhecerem o0s portugueses, ja colhiam nos alagados préximos ao litoral.
Consta que integrantes da expedicdo de Pedro Alvares Cabral, apds uma peregrinagao
por cerca de 5 km em solo brasileiro, traziam consigo amostras de arroz, confirmando
registros de Américo Vespucio que trazem referéncia a esse cereal em grandes areas
alagadas do Amazonas. Em 1587, lavouras arrozeiras ja ocupavam terras na Bahia e,
por volta de 1745, no Maranh&o (EMBRAPA, 2006).

Em 1766, a Coroa Portuguesa autorizou a instalacdo da primeira descascadora
de arroz no Brasil, na cidade do Rio de Janeiro. A pratica da orizicultura no Brasil, de
forma organizada e racional, aconteceu em meados do século XVIlI e daquela época
até a metade do século XIX, o pais foi um grande exportador de arroz (EMBRAPA,
2006).

2.1.2 Principais caracteristicas do arroz

O Arroz (género Oryza ), Figura 1, é tolerante ao deserto e a condigbes de
umidade e calor, persiste em areas alagadas, secas e frescas; além de crescer em soro
fisiolégico, solos acidos e alcalinos. O género Oryza possui 23 espécies, duas sao
cultivadas: Oryza sativa que teve origem nos trépicos Umidos da Asia, e Oriza
glaberrima, a partir da Africa Ocidental (FAO, 2004).



Figura 1- llustracao de uma planta de arroz da espécie Oryza sativa (FAO, 2004)

O arroz € uma graminea anual adaptada ao ambiente aquatico. Esta adaptacao
€ devida a presenca de aerénquima no colmo e nas raizes da planta, que possibilita a
passagem de oxigénio do ar para a camada da rizosfera.

Para expressao de seu potencial produtivo, a cultura requer temperatura ao redor
de 24 a 30 °C e radiacao solar elevada, considerando que a disponibilidade hidrica nao
€ um fator limitante quando cultivada em condi¢do de solo inundado (YOSHIDA, 1981).

O ciclo de desenvolvimento do arroz pode ser dividido em trés fases principais, a
saber: plantula, vegetativa e reprodutiva, conforme escala proposta por COUNCE et al.
(2000). A duracao de cada fase é fungao da cultivar, época de semeadura, regiao de
cultivo e das condicdes de fertilidade do solo. A duracéo do ciclo varia entre 100 e 140
dias para a maioria dos cultivares utilizadas no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina,
sendo que a maior parte da variagdo entre cultivares ocorre na fase vegetativa
(SOSBAI, 2007).



2.1.3 Estrutura e composi¢ao do arroz

O gréo de arroz consiste da cariopse e de uma camada protetora, a casca. A
casca, composta de duas folhas modificadas, a palea e a lema, corresponde a cerca de
20% do peso do grdo. A cariopse € formada por diferentes camadas, sendo as mais
externas o pericarpo, o0 tegumento e a camada de aleurona, que representam 5-8% da
massa do arroz integral. A camada de aleurona apresenta duas estruturas de
armazenamento proeminentes, os graos de aleurona (corpos protéicos) e 0s corpos
lipidicos. O embrido estd localizado no lado ventral na base do gréo, é rico em
proteinas e lipidios, e representa 2-3% do arroz integral. O endosperma forma a maior
parte do grao (89-94% do arroz integral) e consiste de células ricas em granulos de
amido e com alguns corpos protéicos (JULIANO & BECHTEL, 1985).

O arroz é constituido principalmente por amido, apresentando quantidades
menores de proteinas, lipidios, fibras e cinzas. Entretanto, a composicao do grao e de
suas fracOes esta sujeita a variacbes ambientais, de manejo, de processamento e de
armazenamento, produzindo graos com caracteristicas nutricionais diferenciadas
(ZHOU et al., 2002).

Os nutrientes oriundos do arroz ndo estdo uniformemente distribuidos nas
diferentes fracdes do grdo. As camadas externas apresentam maiores concentracoes
de proteinas, lipidios, fibras, minerais e vitaminas, enquanto o centro € rico em amido.
Dessa forma, o polimento resulta em redug&o no teor de nutrientes, exceto de amido,
originando as diferencas na composi¢ao entre o arroz integral e o polido (WALTER et
al., 2008).



Tabela 1 - Composicao centesimal média (% na matéria seca) de arroz integral,
branco polido e parboilizado polido

Arroz branco Arroz parboilizado

Constituinte Arroz integral _
polido polido
Amido total 74,12 87,58 85,08
Proteinas 10,46 8,94 9,44
Lipidios 2,52 0,36 0,69
Cinzas 1,15 0,30 0,67
Fibra total 11,76 2,87 4,15
Fibra insoluvel 8,93 1,05 1,63
Fibra soluvel 2,82 1,82 2,52

Fonte: Adaptado de STORCK (2004)

2.1.4 Importancia Econémica, Agricola e Alimentar do Arroz

O arroz é um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo
caracterizando-se como principal alimento para mais de metade da populagdo mundial,
principalmente na América Latina e Asia. Em alguns paises asiaticos, este cereal é
responsavel pelo suprimento de 80% das calorias constituintes da dieta alimentar da
populacéo (IRRI, 1994).

No caso de paises que tem como habito o consumo de arroz, esse é
considerado um dos alimentos com melhor balanceamento nutricional, pode fornecer
20% da energia e 15% das proteinas da dieta do individuo. O arroz € uma cultura
extremamente versatil, que se adapta a diferentes condi¢cdes de solo e clima, sendo
considerado a espécie de maior potencial de aumento de produgéo para o combate da
fome no mundo (FAO, 2006a).

Na Asia, onde ha o maior consumo de arroz, mais de 2 bilhdes de pessoas
obtém entre 60 e 70 por cento de sua energia na dieta diaria de arroz e seus
subprodutos. Aproximadamente 90% de todo o arroz do mundo é cultivado e

consumido neste continente (FAO, 2006a).



Este cereal € um dos mais importantes grdaos em termos de valor econdémico.
Sua importancia destaca-se principalmente em paises em desenvolvimento, tais como o
Brasil, desempenhando papel estratégico em niveis econdmico e social. A producao
mundial de arroz anualmente é de aproximadamente 606 milhdes de toneladas. Nesse
cenario, o Brasil participa com 13.140.900 t (2,17% da produgdo mundial) e destaca-se
como unico pais nao asiatico entre os 10 maiores produtores (FAO, 2006b).

Segundo a FAO, quase um bilhdo de familias na Asia, Africa e Américas
dependem dos sistemas de arroz para a sua principal fonte de emprego e de
subsisténcia. A producdo de arroz na Africa Subsaariana est4 agora expandindo mais
rapido do que qualquer outra cultura (FAO, 2006a).

Apesar de todo o esforco que vem sendo feito no sentido de controlar a
natalidade, no ano 2025 estima-se que a populacao brasileira sera de 237 milhdes de
pessoas; isto significa que sera necessario aumentar a producao de arroz em 61% em
relacdo aos atuais 13 milhdes de toneladas produzidas, isso somente pensando em
atender o consumo interno (IRRI, 1994).

O arroz é um dos mais importantes grdos em termos de valor econdémico. E
considerado o cultivo alimentar de maior importancia em muitos paises em
desenvolvimento, principalmente na Asia e Oceania, onde vivem 70% da populacédo
total dos paises em desenvolvimento e cerca de dois tergos da populagdo subnutrida
mundial.

A América Latina ocupa o segundo lugar em produgéo e o terceiro em consumo.
Assim como na Asia, este cereal é um produto importante na economia de muitos dos
paises latino-americanos pelo fato de ser item basico na dieta da populagao, como nos
casos do Brasil, Coldbmbia e Peru, ou por ser um produto importante no comércio
internacional, como no de Uruguai, Argentina e Guiania, como exportadores, e de Brasil,
México e Cuba, entre outros, como importadores (GOMES & MAGALHAES, 2004).



2.1.5 Produgéo de arroz mundial, no Brasil e no Rio Grande do Sul

A cultura do arroz € uma atividade de importéncia cada vez maior por ser uma
opcao na abertura de novas areas de cultivo e pela sua utilizagdo na alimentagcao
humana (RICHETTI, 2005).

Segundo os dados da FAO (2005), os dez maiores produtores mundiais de arroz
sdo: China, india, Indonésia, Bangladesh, Vietna, Tailandia, Myanmar, Filipinas, Brasil e
Japdo. Estes paises respondem a mais de 86,2% da producdao mundial deste cereal

(WANDER, 2006). Na Figura 2, estdo demonstrados os maiores produtores de arroz.

2005-2007

OUTROS 29% CHINA 29%

VIETNA 5%

BANGLADESH 6%
INDONESIA 9%

iNDIA 22%

Figura 2 - Producao mundial de arroz nos anos de 2005-2007 (FAO, 2008)

Hoje o Estado do Rio Grande do Sul é responsavel por 61% da producgéo
nacional e por 50% da producédo do Mercosul, figurando entre os maiores produtores
mundiais de arroz. Essa producgéo é oriunda de dois sistemas de cultivo: irrigado e de
sequeiro (IRGA, 2008).

Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), no
territério gadcho a area de plantacao de arroz cresceu de 566 mil hectares para cerca

de 1,067 milhdo de hectares nos ultimos 30 anos, o que elevou a participacdo do
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Estado na area nacional de 9,6% na safra de 1977/1978 para 37% na safra de
2007/2008. Ja nos demais Estados Brasileiros, a area cultivada recuou de pouco mais
de 5,426 milhdes de hectares na safra 1977/78 para cerca de 1,815 milhdo de hectares
na safra 2007/08 (IRGA, 2008).

A Figura 3 demonstra as regides arrozeiras do Rio Grande do Sul.

- REGIAO DA FRONTEIRA OESTE

- REGIAO DA CAMPANHA

- REGIAO DA DEPRESSAO CENTRAL

- REGIAO DA PLANICIE COSTEIRA INTERNA A LAGOA DOS PATOS
- REGIAO DA PLANICIE COSTEIRA EXTERNA A LAGOA DOS PATOS
- REGIAO DA ZONA SUL

D A~ W N =

Figura 3 - Mapa das regioes arrozeiras do Rio Grande do Sul (IRGA, 2008a)

O incremento da produgé@o de arroz no Rio Grande do Sul também decorre dos
importantes investimentos em pesquisa e tecnologia, 0 que permitiu uma participacao
cada vez mais efetiva na safra nacional (IRGA, 2008). Além da modernizagao pela qual
passou nos ultimos tempos em aspectos como a introdugdo de novas variedades com
maior potencial produtivo, manejo, sistemas produtivos e gerenciamento, que
acrescentaram rentabilidade a esta lavoura (ATLAS, 2006).

A Tabela 2 mostra um comparativo entre area, produtividade e produgao de arroz

em todas as regides do Brasil nas safras de 2006/2007 e 2007/2008, demonstrando-se
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dessa maneira que a regidao centro-sul é responsavel por mais de 80% da producao de
arroz no Brasil, afrmando mais uma vez a importancia da regido sul no efetivo de

produgéo de arroz neste pais.
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Tabela 2 - Comparativo de area, produtividade e producao de arroz das safras
2006/2007 e 2007/2008

Area (em mil ha)

Produtividade (em kg ha™)

Produgao (em mil t)

Regido Safra Safra Safra Safra Safra Safra
06/07 07/08 06/07 07/08 06/07 07/08
NORTE 495,9 434.,4 2.250 2.363 1.116,0 1.026,6
RR 22,3 22,2 5.100 5.667 113,7 125,8
RO 71,1 71,4 2.060 2.025 146,5 1446
AC 22,1 12,7 1.310 1.484 29,0 18,8
AM 13,4 4.8 1.500 1.900 20,1 9,1
AP 2,9 29 780 1.164 2,3 3,3
PA 207,4 163,3 1.913 1.821 396,8 2974
TO 156,7 157,1 2.601 2.721 407,6 4275
NORDESTE 746,3 709,6 1.403 1.664 1.047.,3 1.180,5
MA 511,4 477.,6 1.390 1.465 710,8 699,7
Pl 153,4 143,3 884 1.5682 135,6 226,7
CE 32,5 33,6 2.186 2.976 71,0 100,0
RN 1,5 2,2 2.377 3.599 3,6 7,9
PB 6,9 7,3 690 1.277 4,8 9,3
PE 5,0 5,0 5.100 5.490 25,5 27,3
AL 3,2 3,4 4.378 4.300 14,0 14,6
SE 11,5 11,5 4.630 4.678 53,2 53,8
BA 20,9 25,7 1.380 1.602 28,8 41,2
CENTRO-OESTE 4426 375,5 2.667 2.953 1.180,4 1.109,0
MT 280,3 238,9 2.620 2.850 734,4 680,9
MS 42,1 35,4 5.020 5.319 211,3 188,3
GO 120,0 101,1 1.950 2.371 234,0 239,7
DF 0,2 0,1 3.653 1.300 0,7 0,1
SUDESTE 115,0 94,4 2.387 2.534 2745 239,2
MG 85,0 67,5 2.200 2.126 187,0 143,5
ES 2,8 2,0 2.900 2.926 8,1 5,8
RJ 2,6 2,3 3.400 3.437 8,8 8,0
SP 24,6 22,6 2.870 3.626 70,6 81,9
SUL 1.167,6 1.266,9 6.593 6.751 7.697,7 8.552,7
PR 57,3 47,2 3.130 3.666 179,3 172,9
SC 155,9 153,2 7.050 6.650 1.099,1 1.018,1
RS 954,4 1.066,6 6.726 6.902 6.419,3 7.361,7
Norte/Nordeste 1.242,2 1.143,9 1.741 1.929 2.163,3 2.207,0
Centro-Sul 1.725,2 1.736,8 5.305 5.701 9.152,6 9.900,9
Brasil 2.967,4 2.880,7 3.813,4 4.203,1 11.315,9 12.107,9

Fonte: CONAB - Levantamento: set/2008
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Em relagdo as importacdes, 2008 tém apresentado o menor indice dos ultimos
anos. Entre marco e julho foram adquiridos do exterior 191,7 mil t, enquanto no ano de
2007, no mesmo periodo, as aquisi¢oes totalizaram 400,9 mil t, indicando uma reducao
de 52,2%. Uruguai, Argentina e Paraguai permanecem como principais exportadores de
arroz para o Brasil, com participacdo de 99,6% em 2008 (IRGA, 2008). A Tabela 3,
mostra as importagdes brasileiras de 2005 a 2008, confirmando ser o Uruguai em

absoluto o principal exportador de arroz para o Brasil nos ultimos anos.

Tabela 3 - Importacoes brasileiras de arroz em toneladas (base casca), por
origem, entre marco e julho de 2005 a 2008

Marco ajulho  Margo a julho  Margo a julho  Margo a julho

Origem
2005 2006 2007 2008
Uruguai 133.217 123.371 174.719 81.238
Argentina 111.001 116.217 171.058 78.407
Paraguai 22.421 28.094 51.331 31.235
ltalia 438 500 390 477
Estados Unidos 173 142 217 166
Tailandia 136 77 13 137
Franca 3 3 2 10
india 2 - 1
Espanha - - 4
Chile - 37 - -
Holanda 741 - - -
Suriname - - 3.234 -
Total (t) 268.131 268.440 400.969 191.681
US$ (mil) 50.877 48.672 88.919 71.790

Fonte: MDIC, 2008

Em relacdo as exportagdes em 2008, o Brasil estd tendo um grande sucesso no
mercado de exportadores de arroz no mundo. Isso se deve a valorizagdo do produto,
decorrente dos baixos estoques mundiais e da restricdo as exportacoes realizadas por



14

paises como India, Vietna e Egito, o setor orizicola do sul do pais ampliou as vendas ao
exterior, atingindo 275,8 mil t (base casca) entre marco e julho de 2008. Comparado ao

periodo anterior, houve um incremento de 155,8% no volume comercializado (Tabela 4).

Tabela 4 - Exportacoes brasileiras de arroz em toneladas (base casca), por
destino, entre marco e julho de 2005 a 2008

Marco a julho  Marcgo a julho Marco a julho  Margo a julho

Destino
2005 2006 2007 2008
Benin - 11.003 - 83.913
Senegal 96.253 98.090 39.251 34.336
Guiné - - - 26.332
Suica 16.862 24.374 22.897 25.506
Panama - - - 14.118
Gambia 2.117 34.545 29.497 10.613
Chile 1.103 735 711 10.450
Trinidad e Tobago 3.448 5.136 7.465 9.842
Africa do Sul 1.320 24 391 9.196
ltalia - - - 7.999
Bélgica - - - 7.126
Bolivia 223 55 222 5.979
Venezuela - - - 4.414
Nigéria - - - 4.057
Reino Unido - - 9 3.883
Demais paises 6.843 39.599 7.367 18.071
Total (t) 128.169 213.561 107.809 275.825
Total (mil US$) 17.814 30.687 17.955 102.314

Fonte: MDIC, 2008

Além de Benin e Senegal, outros paises africanos iniciaram a aquisi¢cao de arroz
do Brasil, com destaque para Guiné, Gambia, Africa do Sul e Nigéria. Os dois Ultimos

merecem especial atencdo, pois a Africa do Sul normalmente adquire produtos de
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melhor qualidade, remunerando mais do que os demais paises do continente; e a
Nigéria, que disputa com Filipinas o posto de maior importador de arroz do mundo,
superando dois milhdes de toneladas. Outros destinos importantes foram o Panama,
Chile, Bolivia e Venezuela, nas Américas e ltalia, Bélgica e Reino Unido na Europa
(IRGA, 2008).

2.2 Pesticidas

2.2.1 Histérico

Ha mais de 2 mil anos os agricultores utilizavam substancias para prevenir 0os
danos causados por pragas. A qualidade da producédo agricola sempre foi e ainda é
intensamente afetada pelo aparecimento de formas de vida indesejaveis, tais como
insetos e ervas daninhas. Desta forma, torna-se necessaria a utilizacao de agrotéxicos
ou pesticidas de diversas classes quimicas.

Um dos primeiros recursos utilizados foi o enxofre. No século XV, outras
substancias toxicas, como arsénio, mercurio e chumbo, foram incorporadas no combate
as pragas. Ja no século XVII, o sulfato de nicotina, extraido das folhas de tabaco,
também passou a ser adotado como arma contra insetos (JONATAN, 1989; ANVISA,
2006).

No Brasil, 0 uso de pesticidas industrializados ja tem mais de meio século. Uma
das primeiras substancias utilizadas nas lavouras brasileiras foi o DDT (2,2 bis[p-
clorofenil]-1,1,1-tricloroetano), considerado um dos primeiros pesticidas modernos. A
substancia foi sintetizada em 1874, porém, somente no inicio da segunda guerra
mundial € que comecou a ser utilizada no combate de pragas, especialmente do
mosquito transmissor da malaria. O DDT, bem como alguns outros pesticidas
organoclorados foram banidos no Brasil tendo em vista os efeitos nocivos detectados
apds a introdugao do seu uso (ANVISA, 2006).



16

2.2.2 Definigao

No Brasil, a Lei Federal n° 7.802, de 11 de julho de 1989, regulamentada pelo
Decreto n? 4.074, de 04 de janeiro de 2002, define pesticidas e afins como “produtos e
agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens,
na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢ao da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acao danosa de seres vivos considerados
nocivos, bem como as substancias e produtos empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento”.

Pela definicdo do Codex Alimentarius os pesticidas incluem os inseticidas,
fungicidas, herbicidas, desinfetantes ou toda e qualquer outra substancia que tenha
como objetivo prevenir, destruir, atrair, repelir ou controlar qualquer praga, incluindo
espécies indesejaveis de plantas, insetos ou animais, durante as etapas de produgao,
armazenamento, transporte, distribuicdo e processamento do alimento ou racao animal
e que seja fornecido aos animais para controle de ectoparasitas (FAO, 2005).

Vale salientar uma diferenca importante entre as duas defini¢des, ja que aquela
efetuada pelo Codex Alimentarius contempla substéncias que possam vir a serem
utilizadas nao apenas diretamente durante o plantio, mas em todas as etapas do cultivo
propriamente dito e também apds a colheita, como nas etapas de armazenamento,
transporte, distribuicdo e processamento do alimento (TOMLIN, 2004).

O termo “agrotdxico” ao invés de “defensivo agricola” passou a ser utilizado, no
Brasil, para denominar os venenos agricolas, apds grande mobilizagdo da sociedade
civil organizada. Mais do que uma simples mudanga da terminologia, esse termo coloca
em evidéncia a toxicidade desses produtos para 0 meio ambiente e a saude humana.

Sao ainda genericamente denominados praguicidas ou pesticidas (OPAS/OMS, 2008).
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2.2.3 Toxicidade

Em lavoura de arroz irrigado, € utilizada uma grande quantidade de pesticidas
que, dependendo da sua persisténcia no ambiente e toxicidade, podem contaminar
corpos d’agua e afetar organismos vivos.

Atualmente, os pesticidas autorizados para uso na lavoura arrozeira sao bastante
diversificados, muitos deles com niveis de toxicidade muito baixos e com degradacao
rapida no ambiente. Todavia, existem também aqueles produtos que oferecem altos
riscos ambientais e que se encontram disponiveis no mercado, apesar de ser
necessario um processo oficial de liberagcao/comercializacao (REIMCHE et al., 2008).

Por determinacgao legal, tais produtos devem apresentar, nos rétulos, uma faixa
colorida indicativa de sua classe toxicoldgica: Classe | Extremamente téxicos - faixa
vermelha, Classe Il Altamente toxicos - faixa amarela, Classe Ill Medianamente toxicos
- faixa azul, Classe |V Pouco téxicos - faixa verde, Figura 4. Esta classificacdo também
esta relacionada a acao e ao grupo quimico ao qual pertencem.

Classe | Rétulo Vermelho — Extremamente toxico *DL 5o= 0-50 mg kg
Classe I Rétulo Amarelo — Altamente téxico *DLso = 50-500 mg kg
Classe Il Rétulo Azul — Medianamente téxico *DLso = 500-5000 mg kg
Classe IV Rétulo Verde — Pouco toxico *DLso > 5000 mg kg™

*DLsg . quantidade de uma determinada substancia que é necessario ingerir ou administrar para
provocar a morte a pelo menos 50% da populagido em estudo

Figura 4 - Classificacao toxicoldgica dos pesticidas (CIT, 2007; LARINI, 1999)

O risco potencial que os pesticidas oferecem ao homem através da alimentacao,
devido a uma exposi¢ao cronica didria, determinou a exigéncia de Limites Maximos de
Residuos (LMR) que € a concentragdo maxima de pesticidas legalmente aceita no
alimento, em decorréncia da aplicacdo adequada numa fase especifica, desde sua
producdo até o consumo. E expressa em miligramas de residuos por quilograma de
alimento (mg kg™') (ANVISA, 2006).
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Estes LMR’s foram estabelecidos para diferentes produtos agricolas e pesticidas,
sendo frequentemente revisados. Em fungao disto, varios paises possuem programas
de monitoramento dos niveis de residuos de pesticidas, a fim de garantir a seguranca
alimentar e ambiental (STEPAN et al., 2005).

2.2.4 Pesticidas selecionados neste estudo

Dentre os principais pesticidas empregados em larga escala na orizicultura
brasileira, optou-se por desenvolver um método para determinar residuos de
azoxistrobina, bifentrina, lambda-cialotrina e trifloxistrobina.

A escolha destes compostos foi devido ao uso relativamente recente, porém
intenso, de formulagbes técnicas de agroquimicos que o0s contém nas lavouras
arrozeiras no Brasil. O estudo de fungicidas e inseticidas nas lavouras arrozeiras sdo de
grande importancia, pois 0 uso destes se amplia a cada ano, na medida em que se
observa elevacao da ocorréncia de doengas.

As propriedades fisico-quimicas dos compostos abaixo apresentadas foram
obtidas no The e-Pesticide Manual (TOMLIN, 2003), e na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2006).
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2.2.4.1 Azoxistrobina

¢
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Férmula estrutural:

T
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CN HaCO.

Grupo quimico: Estrobilurina

Classe: Fungicida

Classificagao toxicoldgica: Classe Ill, medianamente tdxico

Nome quimico: metil (E)-2-{2-[6-(2-cianofenoxi) pirimidi-4-iloxi] fenil}-3-
metoxiacrilato

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 131860-33-8

Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) = 0,02 mg kg™ de peso corporal

Massa molar: 403,4 g mol

Ponto de ebulicdo: 116 °C

Pressao de vapor: 1,1 x 10”7 mPa (20 °C)

Kow: log P = 2,5 (20 °C)

Modo de agéao: fungicida com propriedades preventivas, curativas, erradicativas,
translaminares e sistémicas. Inibe a germinacdo e o crescimento micelial dos
esporos, e também mostra atividade antiesporulante

Solubilidade em &gua: 6 mg L™ (20 °C)

Dose letal: DLso> 5000 mg kg™ (oral em ratos e camundongos); DLsy > 2000 mg
kg' (pele e olhos de ratos); CLsy (4h de inalagdo, apenas pelo nariz) em ratos
fémeas = 0,60 mg L' e em ratos machos = 0,96 mg L™



2.2.4.2 Bifentrina
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Grupo quimico: Piretroide

Classe: Inseticida, formicida e acaricida

Classificagao toxicolédgica: Classe Il, altamente téxico

Nome quimico: 2-metilbifenil-3-ilmetil(Z)-(1RS,3RS)-3-(2-cloro-3,3,3-trifluoroprop-
1-enil)-2,2-dimetilciclopropano carboxilato

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 82657-04-03

Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) = 0,02 mg kg™ de peso corporal

Massa molar: 422,9 g mol

Ponto de ebulicdo: 68 — 70,6 °C

Pressao de vapor: 0,024 mPa (25 °C)

Kow: log P > 6

Modo de acao: inseticida de contato e com agao no estbmago

Solubilidade em 4gua: < 1 pg L™

Dose letal: DLso= 54,5 mg kg' (oral em ratos); néo teratogénico em ratos < 2 mg

kg™ diariamente
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2.2.4.3 Lambda-cialotrina
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Férmula estrutural:
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Grupo quimico: Piretrdide

Classe: Inseticida

Classificagao toxicoldgica: Classe Ill, medianamente toxico

Nome quimico:(S)-a-ciano-3-fenoxibenzil(Z)-(1R,3R)-3-(2-cloro-3,3,3-trifluoroprop
-1-enil)-2,2-dimetilciclopropanocarboxilato e (R)-a-ciano-3-fenoxibenzil(Z)-
(1S,35)-3-(2-cloro-3,3,3-trifluoroprop-1-enil)-2,2-dimetilciclopropanocarboxilato,
em iguais concentragoes

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 91465-08-6

Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) = 0,05 mg kg™ de peso corporal

Massa molar: 449,9 g mol

Ponto de ebulicdo: 49,2 °C

Pressao de vapor: 2,0 x 10* mPa (20 2C), 2,0 x 10" mPa (60 °C)

Kow: log P =7 (20 °C)

Modo de acao: inseticida ndo sistémico, de contato e com agao no estébmago.
Possui propriedades repelentes

Solubilidade em &gua: 0,005 mg L™ (20 °C)
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¢ Dose letal: DLsg= 79 mg kg™ para ratos machos e DLsy= 56 mg kg™ para ratos

fémeas (oral); DLsy = 632-696 mg kg~ (pele e olhos de ratos); Clsy (4h de
inalacdo) em ratos = 0,06 mg L™

2.2.4.4 Trifloxistrobina

¢
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Formula estrutural:

CH,

CHONZ>co,cH,

Grupo quimico: Estrobilurina

Classe: Fungicida

Classificacao toxicolégica: Classe I, altamente tdxico

Nome quimico: éter metilico do acido (E,E)- metoxiimino- {2-{1-(3-trifluorometil-
fenil)-etilideno-amino-oximetil}-fenil}-acético

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 141517-21-7

Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) = 0,03 mg kg™ de peso corporal

Massa molar: 408,4 g mol

Ponto de ebulicdo: 72,9 °C

Pressao de vapor: 3,4 x 10 mPa (25 C)

Kow: log P = 4,5 (25 °C)

Modo de acado: fungicida de largo espectro, mesostémico, possui atividade
preventiva e curativa ou erradicante; redistribuido por circulacdo de vapor

superficial e também possui atividade translaminar
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¢ Solubilidade em agua: 610 ug L™ (25 °C)
¢ Dose letal: DLsy > 5000 mg kg (oral em ratos); DLso > 2000 mg kg™ (pele e olhos
de ratos); CLso > 4646 mg m™ em ratos (inalagdo)

2.2.5 Aspectos gerais dos inseticidas e fungicidas

O grande desafio de especialistas tém sido evitar perdas na agricultura para
garantir alimentos em quantidade e qualidade adequados para uma populacdo em
plena expansdo. Este fato contribui para a classificacdo do Brasil como o 2° maior
consumidor de pesticidas no mundo e o primeiro no ambito da América Latina, muito
provavelmente devido a extenséo da area cultivada e/ou da grande producao (BRASIL,
2003). Muitos pesticidas tiveram seu uso proibido devido a sua alta toxicidade e/ou
persisténcia no ambiente.

Os pesticidas do grupo dos piretroides, sdo os derivados sintéticos das piretrinas,
ésteres toxicos isolados das flores das espécies de Chrysanthemum cinerariaefolium e
espécies relacionadas (NASUTI, 2003; SPENCER, 2001). As piretrinas foram utilizadas
como inseticidas durante muitos anos devido a sua agao sob uma vasta variedade de
insetos e a baixa toxicidade em mamiferos, quando em circunstancias de uso adequado.
Entretanto, as piretrinas naturais apresentam grande instabilidade a luz solar e ao ar, o
que diminui a sua eficacia no controle de pragas da agricultura e de outros insetos
(CHEN & WANG, 1996). O uso dos piretréides sintéticos na agricultura iniciou-se na
década de 1970 apdés mudanca estrutural introduzida nas piretrinas, para modificar a
estrutura quimica com o intuito de se obter substancias com maior estabilidade e
potencial inseticida. Assim, a inclusdo de atomos de nitrogénio, enxofre e d&tomos de
halogénios as piretrinas solucionou os problemas de estabilidade relacionados as
substancias naturais, enquanto manteve relativamente baixa a toxicidade aguda em
mamiferos (SODERLUND et al., 2002).

Em virtude das vantagens de seu uso, os piretréides tornaram-se um sucesso €
tiveram seu uso aumentado e ampliado para outros fins como por exemplo, uso

doméstico (aerossois), também sao aplicados para impregnacao de tecidos,
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mosquiteiros e criadouros. Isto porque os piretroides, além de inseticidas, apresentam
propriedade de repeléncia. Dessa maneira, levando, consequentemente, a exposicao
de organismos ndo alvos aos seus efeitos toxicos (VALENTINE, 1990). No meio
ambiente, os piretroides, assim como outros pesticidas, podem ser utilizados como
modelo para o estudo da ecotoxicologia, pois contaminam o ar, a terra e a agua
provocando efeitos adversos que atingem desde uma bactéria até o homem (GRISOLIA,
2005).

Os pesticidas do grupo das estrobilurinas sdo uma nova classe dos fungicidas
incluidos dentro do grupo dos Inibidores da quinona (Qol). Eles possuem um novo
modo de acdo e sdo muito seguros do ponto de vista ambiental. Este grupo inclui
compostos sintéticos como azoxistrobina, metominostrobina, cresoxime-metil,
trifloxistrobina e, mais recentemente, picoxistrobina, dimoxistrobina e piraclostrobina,
que atuam em um modo similar natural para o estrobilurina A, produzido pelo fungo
Strobilurus tenacellus (BARTLETT et al., 2002).

A eficacia do grupo das estrobilurinas se da através da inibicdo da respiracao
mitocondrial, bloqueando a transferéncia de elétrons entre o citocromo b e o citocromo
c1 (complexo IlI), interferindo na formagédo de adenosina trifosfato (ATP) (VENANCIO et
al., 1999). Estas apresentam, ainda, agdo preventiva, curativa e erradicante e
antiesporulante, sendo algumas delas, como a azoxistrobina que é inibidora da
germinacdo de esporos e dos estagios iniciais de desenvolvimento dos fungos, o que
proporciona a eliminagédo e/ou destruicao eficiente dos fungos.

Possivelmente, nenhum fungicida em escala comercial apresente este espectro
de agao com altos niveis de atividade intrinseca em baixas doses (SOUZA & DUTRA,
2003). No entanto, estes pesticidas podem deixar residuos, que devem ser controlados

por razdes de seguranca alimentar.

2.3 Determinacao de pesticidas empregando métodos cromatograficos

A utilizacdo dos pesticidas em escala mundial possibilita sua detecgdo em varios

compartimentos ambientais. Como consequéncia, muitos deles podem ser encontrados
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em baixas concentracdes necessitando que métodos analiticos, com alta sensibilidade
e confiabilidade, sejam desenvolvidos para aplicacdo nas mais diversas matrizes
(PEIXOTO, 2007).

Os meétodos analiticos empregados devem ser capazes de medir residuos a
niveis muito baixos e devem fornecer provas inequivocas tanto para confirmar a
identidade, como a concentracdo do pesticida detectado. Técnicas cromatograficas,
principalmente Cromatografia Gasosa (GC) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) tém sido usualmente aplicadas para determinacao de residuos de pesticidas
em alimentos (HIEMSTRA & KOK, 2007).

Estas técnicas baseiam-se na distribuicao diferencial das substancias entre uma
fase estacionaria (sélida ou liquida) e uma fase moével (gasosa ou liquida). Estas
técnicas sdo muito importantes na analise de compostos presentes em uma amostra
em funcdo de sua capacidade de efetuar as separagdes, identificar e quantificar as
espécies. Podem ser empregados detectores seletivos como espectrometro de massas
(EM), por captura de elétrons (ECD), ionizacao em chama (FID), ultravioleta-visivel (UV)
entre outros (COLLINS et al., 2006).

2.3.1 Métodos de extracao de pesticidas

A separacao de residuos de pesticidas da matriz envolve etapas subsequientes
de preparo de amostras para determinacao analitica e € um problema para o qual muito
esforco tem sido aplicado na area do desenvolvimento de métodos. Os métodos
analiticos usados para o monitoramento de residuos de pesticidas requerem a extracao
e isolamento dos pesticidas da matriz de estudo e uma determinacao final com métodos
cromatograficos (TEKEL & HATRIK, 1996).

No caso de matrizes complexas, tal como o0s vegetais, a presenca de
interferentes pode encobrir o sinal analitico dos compostos em estudo e, portanto, o
tratamento prévio das amostras é necessario, utilizando etapas de clean-up para
reduzir o limite de deteccdo do método e evitar resultados inexatos e imprecisos das
determinagdes cromatograficas (VIDAL et al., 2002). As etapas de preparo de amostra



26

sdo determinadas de acordo com as propriedades fisico-quimicas (polaridade,
solubilidade em solventes) dos compostos que serdo analisados e as caracteristicas da
matriz da amostra (TEKEL & HATRIK, 1996).

Embora muitas das técnicas instrumentais cromatograficas tenham evoluido e de
a automacado ser atuamente bastante utilizada, o preparo da amostra € ainda
considerado lento, laborioso e eventualmente um entrave no processo laboratorial
(MAJORS, 2001).

Um pré-tratamento eficiente das amostras € a chave para o sucesso das
analises. Muitos métodos de preparo de amostras tem sido usados por décadas sem
nenhuma modificacdo essencial ao longo dos anos. Sabendo-se que essa etapa é
responsavel por mais de 80% do tempo de consumo das analises e que o sucesso das
mesmas € determinado pela qualidade no preparo das amostras, principalmente de
matrizes complexas, a melhoria neste procedimento é considerada urgente
(HYOTYLAINEN, 2007).

Métodos classicos para a determinacdo de pesticidas em alimentos sao
usualmente procedimentos que exigem muitos passos, normalmente, baseados na
extracdo exaustiva da matriz, com etapas posteriores de clean-up para a remogao dos
materiais co-extraidos, antes da andlise instrumental. Essas técnicas exigem uma
grande quantidade de amostra, sorventes e solventes organicos de alta qualidade, além
de muita manipulagdo dos extratos. Estes métodos sdo caros, em termos de tempo e
de consumo de material, para responder com qualidade aos desafios modernos da
andlise de alimentos. O desenvolvimento de métodos mais rapidos e eficazes, visando
baixo custo e menos contaminacdo ambiental sdo, portanto, uma exigéncia necessaria
(KRISTENSON et al., 2006).

As novas tendéncias em preparo de amostras sdo o desenvolvimento de
métodos 0s quais aumentem a precisao, a reprodutibilidade e a relagdo custo-beneficio
(HYOTYLAINEN, 2007).

A determinacao de residuos de pesticidas em produtos agricolas e amostras de
interesse ambiental € importante devido ao risco que estes compostos oferecem a
saude humana, além da sua persisténcia no meio ambiente e tendéncia a

bioacumulacdo. Algumas etapas basicas, fazem parte da seqiiéncia da anadlise de
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residuos de pesticidas, entre elas podemos citar, extragdo com solventes organicos,
extracao liquido-liquido (LLE), etapas de clean-up e pré-concentracao, e finalmente a
separacdo cromatogréafica seguida da determinacédo dos analitos (PICO et al., 2007).

Nos ultimos anos, novos procedimentos analiticos para a determinacado de
pesticidas tem sido usados. As novas técnicas tém vantagens sobre os métodos
convencionais no que diz respeito a consumo de solvente, tempo de andlise,
quantidade de amostra e facilidades de automacéo.

As técnicas de preparo de amostras mais difundidas atualmente sao: extracao
liquido-liquido (LLE), extracdo em fase sélida (SPE) e dispersdao da matriz em fase
sblida (MSPD), microextracdo em fase sélida (SPME), extracdo sortiva com barra
magnética (SBSE), entre outras.

Sendo assim, procurando se adequar as necessidades que o mercado de
andlise de residuos de pesticidas exige, ANASTASSIADES et al., (2003)
desenvolveram um método para extracdo de residuos de pesticidas denominado
QUuEChERS (do inglés, quick, easy, cheap, effective, rugged and safe). Este método
utiliza acetonitrila para extracdo e particao liquido-liquido dos pesticidas, obtida pela
adicao de sulfato de magnésio (MgSQ,) e cloreto de s6dio (MASTOVSKA & LEHOTAY,
2004). Apés a etapa de centrifugacdo, 1 mL de extrato, é transferido para tubo
contendo o adsorvente PSA (amina primaria secundaria) e MgSQO,, depois de agitado e
centrifugado o extrato estd em condicbes de ser analisado por GC. Porém, a
degradacgao de certos pesticidas, como por exemplo, folpete, captana, diclofluanida e
clorotalonil, pode ocorrer durante a etapa de extracdo devido ao meio basico. A fim de
minimizar este problema, uma etapa de tamponamento do exirato foi adicionada,
proporcionando uma melhoria nos resultados obtidos para aqueles pesticidas dificeis de
serem analisados (SCHENCK et al.,, 2002). O método QUEChERS com etapa de
tamponamento envolve a extracdo com acetonitrila contendo 1% de acido acético (v/v)
e simultaneamente particao liquido-liquido promovida pela adicdo de acetato de sodio
(NaAc) e MgSQO4, 0 qual é conhecido como método QUEChERS modificado (LEHOTAY
et al., 2005; CEN, 2006).

Desde sua introdugao, o método QUEChERS tem sido muito bem aceito por
analistas de residuos de pesticidas. Algumas modificagdes no método QUEChERS
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original foram necessarias para assegurar a eficiéncia da extracdo de compostos
dependentes de pH (&cidos fenoxialcandicos, por exemplo), para minimizar a
degradacao de compostos sensiveis (por exemplo, pesticidas base e acido labéis) e de
ampliar o espectro de matrizes que podem ser submetidos ao mesmo
(ANASTASSIADES et al., 2003).

A introducdo de tampdes com sais de citrato, foi usada na primeira etapa de
extracao/particdo para ajustar o pH para uma faixa de 5 a 5,5, onde os pesticidas acido
e base labéis sao suficientemente estabilizados. Além disso, para melhorar a
estabilidade dos compostos basicos nos extratos da amostra, uma pequena quantidade
de &cido férmico é adicionado no final da etapa de clean-up utilizando PSA, enquanto
que os pesticidas com carater acido sdo diretamente analisados a partir do extrato
antes da etapa de clean-up com PSA (ANASTASSIADES et al., 2003; LEHOTAY et al.,
2005).

Quando se trabalha com matrizes que possuem altos teores de clorofila, o
procedimento de clean-up é melhorado pela adicdo de GCB (carbono grafitizado) ao
PSA (LEE et al., 2008).

Amostras que apresentam matrizes secas, tais como cereais, frutos secos ou
chas, exigem a adicdo de agua antes da extracado a fim de enfraquecer as interacdes
dos pesticidas com a matriz, e para assegurar uma particio adequada. Mesmo
amostras com uma elevada carga lipidica, tais como abacate ou 6leos vegetais podem
ser empregados. No entanto, pesticidas ndo-polares apresentam baixas recuperacoes
(<70%). Assim, os co-extraidos dos extratos lipidicos podem ser removidos, em um
grau elevado, por um passo de congelamento ou clean-up com C4g (ANASTASSIADES
et al., 2003; LEHOTAY et al., 2005).

A principal desvantagem do método QUEChERS é que a relagdo amostra:extrato
final, de 1 g mL", & mais baixa do que 2-5 g mL™" obtida pela maioria dos métodos
tradicionais de extracdo(LEHOTAY et al., 2005). Portanto, se a matriz ndo for uma fonte
limitante de ruido nas analises, isto pode conduzir a uma reducédo da sensibilidade

analitica.
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2.4 Efeito Matriz

O fenbmeno do efeito matriz foi citado primeiramente por ERNEY et al. (1993).

Efeito matriz € fendbmeno que consiste no aumento ou decréscimo da resposta
do detector, para um determinado composto presente no extrato da matriz, comparado
com a resposta do detector para o mesmo composto diluido em solvente orgéanico, e
analisado em condicdes idénticas.

Este efeito ocorre durante a etapa de inje¢do, quando pesticidas sédo injetados na
auséncia da matriz; podendo resultar picos cromatograficos com menor resposta devido
aos analitos serem suscetiveis a degradacao e/ou absorcao no sistema de injecao do
cromatégrafo, no entanto, a intensidade e forma dos picos dos compostos pode ser
melhorada quando forem injetados na presenca de uma matriz complexa (carboidratos,
proteinas e/ou lipidios). Este efeito é provavelmente o mais discutido, impactando de
uma maneira geral, na quantificacdo e precisdo de determinados analitos em
cromatografia gasosa (HAJSLOVA & ZROSTLIKOVA, 2003).

O potencial da matriz em promover tal efeito deve ser avaliado no método em
estudo. Este efeito € extremamente variavel na ocorréncia e intensidade, mas algumas
técnicas em particular estdo mais propensas. Se as técnicas utilizadas nao sao isentas
do efeito matriz, a validacdo deve ser feita levando-se em consideracao a matriz, e esta
deve ser, de preferéncia, da mesma natureza que a amostra (SANCO, 2007).

O efeito matriz, devido a supressdo de ions, € notoriamente variavel na
ocorréncia e intensidade. Em geral, este efeito matriz € compensado quando utilizado
para a confeccdo das curvas analiticas, solugdes padroes preparadas na matriz da
amostra (MARTINEZ VIDAL et al., 2005). Este método é usado para compensar o efeito
matriz ou de possiveis interferentes e é de suma importancia em determinacées quando
a matriz pode interferir na pré-concentragdo, extragdo, separacdo ou deteccdo da
substancia de interesse. Sua principal vantagem ¢é que fornece uma melhor
correspondéncia com a composicao da amostra (RIBANI et al., 2004).

Apesar de se obter uma calibragdo confiavel com curvas analiticas preparadas
na matriz, este método € somente uma forma de compensar este efeito. No entanto ele

nao elimina situacdes analiticas tipicas: a intensidade de um efeito e a concentracao de
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interferentes na matriz pode diferir de uma matriz ou amostra para outra (CUADROS-
RODRIGUEZ et al., 2003).

2.5 Validacao de métodos cromatograficos de analise

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢des quimicas, através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo cada vez mais
reconhecida e exigida. Dados analiticos ndo confidveis podem conduzir a decisdes
desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis. Para garantir que um novo método
analitico gere informacdes confidveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer
uma avaliagdo denominada validagéo (RIBANI et al., 2007).

A validagcao deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados (BRASIL, 2003).

Validagédo é o ato ou efeito de validar, dar validade, tornar vélido, legitimo ou
legal. Visa diminuir ou controlar os fatores que levam a imprecisédo ou inexatidao de um
dado gerado. Os instrumentos e métodos analiticos devem ser validados antes do uso
de rotina, ap6s manuteng¢ao e em intervalos de tempos regulares (LANGAS, 2004).

A validagao também é parte integrante de qualquer documentacao submetida as
agéncias governamentais de regulamentacdo da Comunidade Européia, Japao,
Estados Unidos e outros paises, quando se pretende obter o registro de métodos
usados para a quantificacdo de produtos. Um processo de validacdo bem definido e
documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os métodos
e os sistemas sdo adequados para o uso desejado (BRASIL, 2003; SANCO, 2007;
RIBANI, 2004).

E de fundamental importancia, que os laboratérios disponham de meios e
critérios objetivos para demonstrar, por meio da validagdo, que os métodos de ensaio
que executam conduzem a resultados confiaveis e adequados a qualidade pretendida.
Se um método existente for modificado para atender aos requisitos especificos, ou um
método totalmente novo for desenvolvido, o laboratério deve se assegurar de que as
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caracteristicas de desempenho do método atendem aos requisitos para as operacoes
analiticas pretendidas (INMETRO, 2007).

O laboratério, ao empregar métodos de ensaios quimicos emitidos por
organismos de normalizagao, organizagdes reconhecidas na sua area de atuacao ou
publicados em livros e/ou periddicos de grande credibilidade na comunidade cientifica,
necessita demonstrar que tem condicbes de operar de maneira adequada estes
métodos normalizados, dentro das condicbes especificas existentes nas suas
instalagdes antes de implanta-los (INMETRO, 2007).

Os parametros geralmente envolvidos no procedimento de validagdo dos
métodos analiticos sdo: curva analitica, linearidade, limite de deteccao e quantificacao,
precisao (repetibilidade e precisdo intermediaria) e exatiddo (SANCO, 2007; LANCAS,
2004; RIBANI et al., 2007).

2.5.1 Curva analitica e linearidade

A calibragdo € um dos estagios mais importantes na analise quimica. A curva
analitica é o método de quantificacdo mais freqlientemente utilizado e consiste na
determinacdo da resposta de determinado instrumento as varias concentragbes da
substancia em estudo (PRIMEL, 2003). A precisdo e a exatidao podem ser
comprometidas sem um bom procedimento de calibragcdo (ZANELLA et al., 20083;
PIMENTEL & NETO, 1996).

A curva de calibragdo pode ser construida preparando-se as solugbes analiticas
padrées dos pesticidas, em solvente ou extrato da matriz. A curva preparada em
solvente relaciona o sinal do instrumento com a concentragdo do analito, sem
considerar a interferéncia da matriz.

Linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir resultados que
sejam diretamente proporcionais a concentragdo do analito em amostras, em uma dada
faixa de concentragdo. A quantificacdo requer que se conhega a dependéncia entre a

resposta medida e a concentracdo do analito. A linearidade € obtida por padronizacao
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interna ou externa e formulada como expressao matematica usada para o calculo da
concentracao do analito a ser determinado na amostra real (INMETRO, 2007).
A equacdo da reta que relaciona as duas variaveis, pode ser descrita pela

Equacgéo 1 da regresséo linear.
y=ax+b (1)

onde:

y = resposta medida (area do pico);
X = concentracao;
a = coeficiente angular - inclinagao da curva analitica = sensibilidade;

b = coeficiente linear - intersecdo com o eixo y, quando x = 0

A linearidade refere-se a capacidade do método cromatografico de gerar
resultados proporcionais a concentragdo do analito, enquadrados na faixa analitica
especifica. Este parametro pode ser demonstrado pelo coeficiente de determinagéo (r?)
do grafico analitico (PEIXOTO, 2007).

2.5.2 Limite de Detecgéo e Limite de Quantificagao

O Limite de Detecgao (LOD, do inglés Limit of Detection) corresponde a menor
quantidade de um analito que pode ser detectada, porém, ndo necessariamente
quantificada como um valor exato (LANCAS, 2004).

O Limite de Quantificacao (LOQ, do inglés Limit of Quantification) corresponde a
menor quantidade de um analito que pode ser quantificada com exatidao e com uma
fidelidade determinada (LANCAS, 2004). O método para determinacado do LOQ deve
ser considerado com a incerteza da medida de um componente dentro de um intervalo
linear. Para métodos de separacdo, isto normalmente significa usar a area para

construcao da curva analitica (RIBANI et al., 2007).
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Em andlises onde sao realizadas determinagdes na faixa de concentragao de
tracos e ultra-tragos de analitos, € imprescindivel que medidas sejam feitas no intervalo
do LOD e LOQ (RIBANI et al., 2007).

2.5.3 Precisao

A precisédo é a expressdo da concordancia entre varios resultados analiticos
obtidos para uma mesma amostra (LANCAS, 2004). Ou ainda a precisdo € um termo
geral para avaliar a dispersao de resultados entre ensaios independentes, repetidos de
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em condi¢cdes definidas. E
normalmente determinada para circunstancias especificas de medicdo e as duas
formas mais comuns de expressa-la sdo por meio da repetitividade e a precisao
intermediaria, sendo usualmente expressas pelo desvio-padrdo relativo - RSD%
(INMETRO, 2007).

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medigcdes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condicbes: mesmo
procedimento; mesmo analista; mesmo instrumento usado sob as mesmas condigdes;
mesmo local; com repetigdes efetuadas em um curto intervalo de tempo (RIBANI et al.,
2004).

A precisdo intermedidria, também denominada de reprodutibilidade interna,
refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes,
utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério, mas definindo exatamente quais as
condicbes a variar (uma ou mais), tais como: diferentes analistas, diferentes
equipamentos, diferentes tempos, entre outros (INMETRO, 2007).

A repetitividade e a precisdo intermediaria sdo geralmente dependentes da
concentracdo do analito e, deste modo, devem ser determinadas para um diferente
namero de concentragdes e, em casos relevantes, a relagdo entre precisdo e a
concentracao do analito deve ser estabelecida.

Em cromatografia, a precisdo pode ser determinada por meio da injecao de
padrdes analiticos certificados das substancias em estudo.
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2.5.4 Exatidao (Recuperacéo)

A exatiddo de um método analitico expressa a concordancia entre o valor
encontrado e o valor aceito como verdadeiro ou aceito como referéncia (LANCAS,
2004) ou ainda expressa a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo
em relagdo ao valor verdadeiro. Os processos normalmente utilizados para avaliar a
exatidao de um método sao, entre outros: uso de materiais de referéncia, participacao
em comparagoes interlaboratoriais e realizacdo de ensaios de recuperacédo (BRASIL,
2003; INMETRO, 2007). Sempre que possivel, os materiais de referéncia certificados
devem ser utilizados no processo de validacdo de um método de ensaio. Mas como na
andlise de compostos organicos, normalmente estes materiais certificados sado pouco
disponiveis, a exatidao € avaliada por ensaios de recuperagao.

O numero de ensaios varia segundo a legislagdo ou diretriz adotada e também
com as caracteristicas da pesquisa. A ICH (1996) e a Resolugao n® 899 do Brasil (2003)
estabelecem que um minimo de nove determinagdes envolvendo um minimo de trés
diferentes niveis de concentracdo deve ser realizado. As amostras devem ser
fortificadas com os analitos em pelo menos trés diferentes concentracdes, por exemplo,
proximo ao limite de detecgao, préximo a concentracdo maxima permissivel e em uma
concentracdo proxima a meédia da faixa de uso do método. A limitacdo desse
procedimento é a de que o analito adicionado nao esta necessariamente na mesma
forma que se apresenta na amostra (INMETRO, 2007).

Os intervalos aceitaveis de recuperagao para analises de residuos, geralmente
estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20% (GARP, 1999), inclusive para
andlise de residuos de pesticidas (HUBER, 1998).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentacao

A instrumentacdo utilizada no desenvolvimento deste trabalho estd descrita a

seguir:
= Sistema GC-ECD: Cromatégrafo a gas CP 3800 (Varian, Estados Unidos)

4

g 4 4 4 0

equipado com:
» Amostrador automatico CP 8410 (Varian, Holanda);
» Injetor modelo 1079 com Controle Pneumatico Eletrénico (EPC);
= Coluna capilar DB-5 (5% fenil e 95% metilpolisiloxano) de silica fundida,
30 m de comprimento; 0,25 mm de d.i. e 0,25 um de espessura de filme
(J & W Scientific, Reino Unido);
= Detector por Captura de Elétrons, isétopo ®Ni (Varian, Estados Unidos);
» Sistema de aquisicao de dados através do software Star Workstation
6.0 (Varian, Estados Unidos);
Sistema de purificagdo de agua Milli-Q - resistividade 18,2 mQ cm, Millipore
(Molsheim, Francga);
Balanga analitica com precisdo de 4 casas decimais HR-120 (A & D Company,
Japao);
Agitador Vortex — Biomixer Modelo QL 901 (Microtécnica, Brasil);
Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha);
Centrifuga de Bancada Microprocessada NT 810 (Nova Técnica, Brasil);
Centrifuga 12 x 15 mL (Centribio, Brasil);
Processador de alimentos (Braun, Alemanha).



36

3.2 Gases Utilizados

=
=

Gas de arraste: Hélio 99,999% de pureza (White Martins e Air Products, Brasil);
Gas make up do detector ECD: Nitrogénio 99,999% de pureza (Air Products,
Brasil).

3.3 Materiais

=

=
=

Tubos de polipropileno com tampas rosqueadas, capacidades de 50 e 15 mL (BD
Labware, Franga);
Vidraria comum de laboratério analitico;

Detergente neutro e alcalino - Extran® (Merck, Brasil).

3.4 Solventes e Reagentes

g 4404 4 4 4 4 48

4 &

Tolueno, grau pesticida (Mallinckrodt, Estados Unidos);

Acetonitrila, grau HPLC (J.T. Baker, Estados Unidos);

Acido acético p.a. (Merck, Alemanha);

Acetato de sbédio anidro p.a. (CAQ, Brasil);

Sulfato de magnésio anidro (J.T. Baker, Japao);

Carvao vegetal ativado p.a. (Labsynth, Brasil);

Florisil 60-100 mesh (Mallinckrodt, Estados Unidos);

C1s com tamanho de particulas de 40 um (Varian, Estados Unidos);

PSA com tamanho de particulas de 40 um - Bondesil (Varian, Estados Unidos);
Silica (Merck, Alemanha);

Ciano - silica modificada com cianopropilsilano (Analytichem International,
Estados Unidos);

Diol - silica modificada com diolsilano - Adsorbex® (Merck, Alemanha);
Padrdes solidos dos pesticidas, conforme Tabela 5.
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3.5 Padroes analiticos dos pesticidas estudados

A Tabela 5 apresenta o grau de pureza e classe dos padrdes analiticos dos

pesticidas utilizados neste trabalho.

Tabela 5 - Padroes analiticos dos pesticidas em estudo

Pesticida Grau de pureza (%) Classe
Azoxistrobina 99,0 Fungicida
Bifentrina 99,5 Acaricida/Formicida/Inseticida
Bromofés-metilico (P.1.)* 98,5 Inseticida
Lambda-cialotrina 98,2 Inseticida
Trifloxistrobina 99,0 Fungicida

* P.l. - Padrao Interno

Preparou-se, individualmente, 10 mL da solugcdo estoque 1000 mg L™ de cada
pesticida em tolueno, partindo da dissolugdo do padrdo sélido de referéncia
considerando a sua pureza e efetuando-se o calculo para determinar a quantidade de
cada padrao solido a ser pesado, sendo 0os mesmos armazenados em frasco ambar e
estocados a temperatura de -18 °C.

Apoés, foram preparadas solugdes analiticas individuais de cada pesticida em
estudo, na concentragdo de 100 mg L™, em tolueno. Em seguida, preparou-se 10 mL de
uma mistura de concentragdo 100 mg L contendo todos os pesticidas a serem
estudados. Para isso, transferiu-se 1000 yL de cada solugcdo “estoque” para baldo
volumétrico de 10 mL ja& contendo um pequeno volume de tolueno, sendo
posteriormente, o volume completado com este mesmo solvente. Esta solugdo também
foi armazenada em frasco ambar a temperatura de -18 °C

A partir desta solugao foram preparadas solugées analiticas de concentragées 10
mg L™ e 1,0 mg L em acetonitrila, utilizadas para a construgéo das curvas analiticas de
cada composto. Para o estudo de linearidade foram feitas diluicdes destas solu¢des nas
concentragées de 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 mg L', tanto em solvente
(acetonitrila) como no extrato da matriz (plantas de arroz). Estas solugdes também
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foram utilizadas para a fortificacdo da amostra nos ensaios de recuperacado. Todas as
solucdes foram armazenadas em frascos ambar e estocadas a -18 °C.

3.6 Selecao do Padrao Interno

A selecdo de um padrao interno deve obedecer aos seguintes critérios:
“ldealmente, a substancia usada como padrdo interno deve apresentar caracteristicas
fisico-quimicas similares as substancias a serem quantificadas, ter tempo de retencao
proximo a essas substancias, ndo reagir com as substancias ou outro componente da
matriz, ndo fazer parte da amostra e, quando cromatografada ndo coeluir com os
pesticidas estudados da amostra. Este ultimo requisito ndo é necesséario quando a
deteccao é feita por espectrometria de massas, na qual cada composto produz um
espectro caracteristico” (KRULL & SWARTZ, 1998; CUADROS-RODRIGUEZ et al.,
2001; LANCAS, 2004).

Visto isso, a substancia escolhida para ser usada como padrao interno nao deve
estar disponivel no mercado, dessa maneira, ndo se encontrando presente nas

amostras encaminhadas para analise.

3.7 Otimizacao das condicoes cromatograficas

Para a otimizacdo das condicbes cromatograficas foram injetadas 1 pL,
individualmente, das solucdes analiticas dos pesticidas selecionados para este estudo
na concentracdo de 1,0 mg L', observando-se o tempo de retencéo de cada composto.
Apos, foi preparada uma solucdo contendo todos os pesticidas em estudo, na
concentracdo de 1,0 mg L™, para verificar a separacdo cromatogréafica dos mesmos.

As condigées cromatograficas utilizadas nesse estudo foram estabelecidas de
acordo com os estudos desenvolvidos por PRESTES (2007) no Food and Consumer
Product Safety Authority (VWA), Ministério da Agricultura da Holanda.
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3.8 Otimizacao do método QUEChERS modificado para analise de pesticidas em
plantas de arroz

A partir do método QUEChERS modificado apresentado por PRESTES (2007),
foram realizados testes para obter melhor extragdo dos compostos em estudo, das
amostras de plantas de arroz.

3.8.1 Escolha das amostras para a etapa de validagao

As amostras utilizadas para a etapa de validacdo foram obtidas de um
experimento conduzido no Campus da Universidade Federal de Santa Maria (Safra
2007/2008), onde foram coletadas as plantas que ndo foram submetidas a nenhum
tratamento com pesticidas e estavam em area isolada das outras plantas de arroz que
foram submetidas a tratamento com pesticidas. Logo apés a coleta, as mesmas foram
acondicionadas em papel aluminio e armazenadas em freezer até a etapa de extragao
para o processo de validagao.

Estas amostras, denominadas “amostras branco” ndo devem apresentar nenhum
residuo de qualquer pesticida em estudo ou outro interferente no tempo de retencao
destes pesticidas, para assim serem utilizadas para o preparo das curvas analiticas (no
extrato da matriz) e para as fortificagdes, na qual avalia-se o percentual de recuperacao
apresentado pelo método de extracao.

As plantas de arroz foram trituradas com a ajuda de um processador de
alimentos até tornarem-se finamente divididas.

Sendo assim, preliminarmente, as amostras foram submetidas ao processo de
extracao e clean-up e os extratos foram injetados no sistema GC-ECD para obter-se a
confirmagéo da auséncia dos pesticidas em estudo.
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3.8.2 Otimizacao do método de extracao

3.8.2.1 Ensaion® 1

Para os testes iniciais no qual se avaliou a eficiéncia do método de extracao,
triturou-se as amostras de plantas de arroz até tornarem-se finamente divididas. Apds
pesou-se 5,0 £ 0,1 g da mesma, diretamente em tubo de polipropileno com tampa
rosqueada (capacidade de 50 mL). Logo apéds, adicionou-se, com pipeta volumétrica,
40 mL de acetonitrila contendo 1% (v/v) de acido acético, em cada tubo, e apos fecha-
los, efetuou-se agitagdo manual e vigorosa por 1 minuto.

Em seguida, acrescentou-se 3,0 g de sulfato de magnésio anidro e efetuou-se a
agitacado manual por 20 segundos. Logo apds, adicionou-se 1,7 g de acetato de sodio
anidro, tomando cuidado para que estes sélidos nao ficassem nas bordas superiores
dos tubos que prejudicaria o contato com o liquido, e novamente foi repetida a agitagao
manual por 1 minuto, assegurando-se da completa interagdo entre o extrato liquido e os
reagentes solidos.

Logo apéds, os tubos foram levados para centrifugacdo a 3300 rpm, por 8
minutos. Sendo em seguida, submetidos a etapa de clean-up, a qual também foi

otimizada.

3.8.2.2 Ensaion? 2

A partir do método descrito no item anterior, realizou-se alteragdes em relagéo a
quantidade de amostra e de solvente para extracdo, mantendo-se as quantidades de
sais.

Dessa maneira, pesaram-se 3,0 £ 0,1 g das plantas de arroz finamente divididas,
diretamente em tubos de polipropileno com tampa rosqueada (capacidade de 50 mL).
Logo apos, adicionou-se, com pipeta volumétrica, 15 mL de acetonitrila contendo 1% de
acido acético, em cada tubo e, apds fecha-los efetuou-se agitacdo manual e vigorosa

por 1 minuto.
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Em seguida, acrescentou-se 3,0 g de sulfato de magnésio anidro e efetuou-se a
agitacado manual por 20 segundos. Logo apdés, adicionou-se 1,7 g de acetato de sodio
anidro e novamente foi repetida a agitagdo manual por 1 minuto.

Na sequéncia, os tubos foram levados para centrifugagcdo a 3300 rpm, por 8
minutos e em seguida submetidos a etapa de clean-up que sera descrita a seguir, no
item 3.8.3.

Estes dois ensaios foram realizados com "amostras branco”; sem ser efetuada
qualquer fortificacdo, apenas para verificar o aspecto do extrato da matriz, ja que essas
plantas apresentam uma grande quantidade de clorofila, apresentando um extrato com
uma coloragao verde escura que é bem problematica para a etapa de clean-up.

3.8.2.3 Ensaion?3

Na realizagcdo do ensaio 3, manteve-se todas as especificagbes do item anterior,
apenas foi feita uma diluicao de 20 vezes (500 pL de extrato em baldao volumétrico de
10 mL completando seu volume com acetonitrila).

Esta diluicdo foi testada antes e apos a etapa de clean-up.

3.8.3 Otimizagao da etapa de clean-up dispersivo

Para otimizar a etapa de clean-up dispersivo, foram realizados varios ensaios
com diferentes adsorventes tais como: florisil, amina primaria secundaria (PSA), silica,
diol, ciano, C1s € carvao vegetal ativado. Deste modo, foi possivel avaliar o adsorvente
mais eficiente e se ndo estdo ocorrendo perdas dos analitos.

Novamente, esses ensaios foram realizados apenas para se verificar
visualmente a coloracdo do extrato da matriz apds o clean-up, visto a dificuldade de
remover a grande quantidade de clorofila presente na amostra.

Esta avaliagao foi realizada transferindo-se diretamente 4 mL do extrato liquido,
resultante dos ensaios realizados nos itens 3.8.2.1 e 3.8.2.2, para um tubo de



42

polipropileno (capacidade de 15 mL) ja contendo os adsorventes que foram testados,
sendo novamente realizada uma agitagao vigorosa e manual por 1 minuto e, logo apos,
centrifugados a 3300 rpm por 8 minutos.

Os adsorventes testados neste ensaio, bem como suas respectivas quantidades
utilizadas, estao descritas na Tabela 6.

Tabela 6 - Adsorventes utilizados para otimizacao do clean-up

Ensaio de extragéao Adsorvente Quantidade
Ensaio n® 1 Florisil 500 mg
Ensaio n® 2 PSA/C1s 100 mg/500 mg
Ensaio n® 3 Silica 500 mg
Ensaio n® 4 Diol 500 mg
Ensaion® 5 Ciano 500 mg
Ensaio n® 6 MgSQO4/C+g 500 mg/600 mg
Ensaio n® 7 Carvéo ativado/MgSQOq4 100 mg/600 mg

Apoés a verificacao visual dos extratos, observou-se que o clean-up que utilizava
carvao ativado e sulfato de magnésio (ensaio n® 7) como adsorventes apresentou um
extrato mais limpo; possivel de ser injetado no sistema GC-ECD, sem causar danos ao

sistema.

3.8.3.1 Selecao da quantidade de carvao ativado para a etapa de clean-up

ApGs ser realizada a escolha do adsorvente para a etapa de clean-up, o préximo
passo foi selecionar a quantidade de carvao ativado que apresenta um extrato
efetivamente mais limpido sem acarretar perdas dos pesticidas em estudo.

Dessa maneira, a Tabela 7, apresenta as quantidades de carvao ativado que
foram testados para este proposito.
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Tabela 7 - Quantidade de carvao ativado utilizado para cada teste

Carvéao ativado

Teste de clean-up  Quantidade / mL extrato ~ Total (4 mL de extrato)

Teste A 5 mg 20 mg
Teste B 10 mg 40 mg
Teste C 15 mg 60 mg
Teste D 20 mg 80 mg
Teste E 25 mg 100 mg

3.8.3.2 Verificagcao da recuperacao na etapa de clean-up

Para avaliar a recuperagao na etapa de clean-up, foi realizada uma fortificagao
antes do clean-up. Para isso, utilizou-se 4 mL do extrato centrifugado ao qual foi
adicionado 400 pL de uma solucdo contendo todos os pesticidas em estudo na
concentracdo de 5 mg L', obtendo-se a concentracdo de 0,5 mg L™ dos pesticidas no
extrato final. Esta avaliagéo foi realizada utilizando-se 10, 15 e 20 mg de carvao ativado
juntamente com 600 mg de MgSQO4em 4 mL do extrato.

O Fluxograma no Apéndice A, demonstra esquematicamente todo o processo de

otimizacdo do método em estudo.

3.9 Validacao do método QUEChERS modificado para analise de pesticidas em
plantas de arroz

Apb6s serem definidas as melhores condigdes de separagdo cromatogréafica dos
pesticidas estudados, o método de extragdo e clean-up, a etapa seguinte foi a validacao

do método analitico.
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Neste trabalho, os parametros analiticos utilizados para a validacdao do método
foram: curva analitica e linearidade, precisdo (repetitividade e precisdo intermediaria),
exatidao, limite de deteccdo e limite de quantificacdo. Estes termos sdo conhecidos
como parametros de desempenho analitico, caracteristicas de desempenho, e, algumas

vezes, como figuras analiticas de mérito.

3.9.1 Determinagdo da Linearidade das Curvas Analiticas

A linearidade das curvas analiticas foram avaliadas a partir das solucoes
analiticas preparadas conforme descrito no item 3.5, no extrato das plantas de arroz e
no solvente acetonitrila, nas concentragdes de 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 mg
L"". Cada curva analitica foi injetada 6 vezes e cada uma das repeticdes das curvas foi
precedida pela injecao de acetonitrila, para limpeza do sistema.

Logo apos, realizou-se a confec¢do das curvas analiticas para cada composto
em estudo analisado por GC-ECD, obtendo-se os célculos da média das areas do pico
cromatografico, do RSD (%), da equacgao da curva analitica, bem como do coeficiente
de determinagdo (r%). As curvas analiticas foram obtidas com o auxilio do programa
Microsoft Office® Excel 2003.

3.9.2 Limite de detecg¢ao e limite de quantificagao

Neste trabalho, o LOD e o LOQ foram estabelecidos com base na raz&o do sinal
do composto pelo ruido analitico, conforme representado na Figura 5. O Limite de
deteccao corresponde a concentragao do analito que resulta um sinal 3 vezes o ruido
da linha de base (LOD = 3S/R) e o Limite de Quantificagdo corresponde a concentragao
do analito que produz uma relagao sinal-ruido superior a 10 (LOQ = 10S/R).

Para a medida do sinal foi utilizada a altura do pico cromatografico, sendo

medida a partir da média da oscilagao do ruido.
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O limite de deteccdo e quantificacdo instrumentais, LOD; e LOQ
respectivamente, sdo expressos em mg L. J4 o limite de deteccdo e quantificagdo do
método, LOD,, e LOQ, respectivamente, sao obtidos multiplicando-se o valor de LOD; e
LOQ; pelo fator obtido pelo método de extragdo, obtendo-se os valores de LODy, e

LOQm em mg kg™.

LOQ
10 S/R

LOD
3 S/R

Resposta

Ruido r
— |
e Y e Aastnman Al L A pans

Tempo (min)

Figura 5 - Representacao grafica do estabelecimento dos valores de LOD e LOQ
(Adaptado de MISTURA, 2003)

3.9.3 Ensaios de fortificagao utilizando o Método QUEChERS modificado para avaliagao

da precisao (repetitividade e precisao intermediaria) e exatidao

Para avaliar a exatiddo do método foram empregados ensaios de fortificacao,
avaliando-se assim, as recuperagoes dos pesticidas em estudo.

Segundo LANCAS (2004), a recuperacao é uma medida de eficiéncia do
processo de isolamento do analito de interesse da matriz na qual se encontra presente.

O procedimento de extracdo das amostras fortificadas foi realizado em triplicata,

para cada um dos niveis de fortificacdo e para isso, utilizaram-se amostras “branco”,
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sendo que cada nivel de fortificacdo foi injetado 2 vezes, obtendo-se um n= 6 ( 3
extragdes x 2 injecoes).

Inicialmente, para o procedimento de extragdo do método QUEChERS
modificado, pesou-se 3,0 £ 0,1 g das plantas de arroz devidamente trituradas e
homogeneizadas, diretamente em tubos de polipropileno com tampa rosqueada
(capacidade de 50 mL). Logo apéds, efetuou-se a fortificacdo em 4 niveis, utilizando-se
micropipetadores automaticos, nas concentracdes de 0,25; 0,50; 1,25; 2,50 mg kg™'. Os
volumes das solugdes analiticas, contendo todos os pesticidas analisados por GC-ECD,
adicionadas a cada nivel de fortificacao, estdo demonstrados no Apéndice B.

Adicionou-se, através de pipeta volumétrica, 15 mL de acetonitrila contendo 1%
de acido acético (v/v), em cada tubo, e apds fecha-los efetuou-se agitagdo manual e
vigorosa por 1 minuto cronometrado. Em seguida, acrescentou-se 3,0 g de sulfato de
magnésio anidro e efetuou-se a agitacao manual por 20 segundos cronometrado. Logo
apoés, adicionou-se 1,7 g de acetato de sédio anidro, novamente foi repetida a agitacao
manual por 1 minuto, também cronometrados, assegurando-se da completa interacao
entre o extrato liquido e os reagentes solidos.

Em seguida, os tubos foram levados para centrifugacdo a 3300 rpm, durante 8
minutos. Posteriormente, para a etapa de clean-up dispersivo transferiu-se diretamente
4 mL do extrato liquido para outro tubo de polipropileno (capacidade de 15 mL), ja
contendo 20 mg de carvao ativado e 600 mg de MgSO,, sendo novamente agitados
vigorosa e manualmente por 1 minuto, e também centrifugados como citado
anteriormente.

ApGs, em vial com capacidade para + 2 mL, foram adicionados 1,425 mL do
extrato obtido apds o clean-up dispersivo e 75 puL de uma solucao analitica do padrao
interno na concentracdo de 10 mg L™, obtendo-se a concentracdo de 0,5 mg L™ do
padrao interno que foram posteriormente analisados pelo sistema GC-ECD.

As Figuras 6 e 7 exemplificam as etapas efetuadas durante procedimento de
extracao e clean-up.
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~

EXTRACAO

CLEAN-UP

Figura 6 - Algumas etapas e materiais utilizados durante o procedimento de
extracao e clean-up do método QUEChERS modificado; 1. tubos para extragao
com amostra de plantas de arroz e o solvente, 2. frascos contendo a amostra, o
solvente e os sais para a etapa de particao, 3. extrato apés centrifugacao, 4.
frascos para etapa de clean-up antes da centrifugacao, 5. centrifuga e 6. extrato
do clean-up apos a centrifugacao
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EXTRACAOE
PARTICAO

Plantas de arroz

Fortificacoes

ACN com 1% (v/v) HAc

Sulfato de magnésio

Acetato de sadio

ETAPA DE CLEAN-UP

Extrato centrifugado + adsorventes
(carvao ativado + MgSO,)

Adicao do P.l.

Analise por GC-ECD
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Figura 7 - Representacao esquematica do método de analise de residuos de

pesticidas em plantas de arroz
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A precisao representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢des
definidas (ICH, 1996; INMETRO, 2007).

A expressao da precisdao, em métodos de andlise de tragos ou impurezas, é dada
através da estimativa do desvio padrao relativo (RSD), sendo aceitos RSD de até 20%,
dependendo da complexidade da amostra (RIBANI et al., 2004).

A precisdo do instrumento foi avaliada através do RSD obtido das seis injegbes
da curva analitica no sistema GC-ECD.

A precisdo do método, em termos de repetitividade (RSD,) foi efetuada
procedendo-se a extracao e analise das amostras fortificadas. Cada nivel de fortificacao
foi extraido em triplicata e cada extrato injetado 2 vezes.

Para avaliar a preciséo intermediaria (RSDy;) do método por GC-ECD, realizou-
se o procedimento completo em 2 dias diferentes. Efetuou-se a fortificacao, extracao e
analise das amostras fortificadas em quatro niveis diferentes de concentracao,
resultando em n= 6 (3 extracdes x 2 injecoes cada) para cada nivel de fortificagao.

Neste trabalho, para o estudo da exatidao do método, foram utilizados ensaios
de fortificacao, avaliando-se, dessa maneira, a recuperagao dos compostos em estudo.
Os volumes das solugdes analiticas adicionados em cada nivel de fortificacao,
contendo todos os pesticidas analisados por GC-ECD, estdo demonstrados no
Apéndice B, como ja citado anteriormente.

A exatiddo foi calculada pela Equacdo 2, € expressa em percentagem
(INMETRO, 2007):

R(%):%XIOO 2)

3

onde:

Cy = concentracao determinada na amostra fortificada
C» = concentracao determinada na amostra nao fortificada

Cs = concentragao tedrica na amostra fortificada
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O tratamento estatistico dos dados foi realizado utilizando o Teste Q que é usado
quando o numero de medidas € igual ou inferior a 10, e rejeita valores criticos, com um

nivel de confianca de 90 a 96%.

3.10 Avaliacao do efeito matriz nos extratos das plantas de arroz

Para a avaliacdo da existéncia de efeito matriz dos extratos de plantas de arroz
nas analises por GC-ECD, realizou-se a comparacdo entre as areas obtidas das
solugdes analiticas em acetonitrila e aquelas obtidas com solugbes analiticas
preparadas em extrato das plantas de arroz. O célculo foi efetuado através da Equacgao
3:

X - X
EfeitoMatriz(%) = IX—Z x 100 (3)

2

onde:

Xi= inclinagdo da curva obtida pela injecdo das solugdes analiticas de cada pesticida,
preparadas na matriz;

Xo= inclinagdo da curva obtida pela injecdo das solugdes analiticas de cada pesticida,
preparadas em solvente;

Dessa maneira, verifica-se se a matriz exerce efeito positivo (aumento de sinal)
ou negativo (decréscimo de sinal) sobre o resultado da anélise. Quando o resultado for
acima de 10% considera-se que o efeito matriz comeca a exercer influéncia nas
analises (ZROSTLIKOVA et al., 2001).
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3.11 Aplicacao do método

O método desenvolvido e validado foi aplicado no estudo da concentracao
residual dos pesticidas azoxistrobina, bifentrina, lambda-cialotrina e trifloxistrobina em
plantas de arroz. O experimento de campo foi conduzido na safra de 2007/2008, na
area de véarzea do Departamento de Fitotecnia, na Universidade Federal de Santa
Maria, em Santa Maria-RS, Figura 8.

Figura 8 - Lavoura experimental de arroz irrigado localizada no Campus
da UFSM, no Departamento de Fitotecnia

O experimento foi conduzido com a aplicacao de 4 produtos, constituido de dois
fungicidas (azoxistrobina e trifloxistrobina) e dois inseticidas (lambda-cialotrina e
bifentrina), mais utilizados atualmente na cultura do arroz irrigado.

Na Tabela 8 estdo descritos os pesticidas utilizados neste estudo bem como a
regulamentacdo de cada produto na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
descrevendo a modalidade de aplicacao dos produtos, LMR (limite maximo de residuo)
no grao de arroz e o intervalo de seguranca para cada pesticida.
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Tabela 8 - Pesticidas aplicados em experimento na lavoura de arroz irrigado ,
realizado na safra 2007/2008

Pesticidas aplicados Modalidade de LMR no grao de Intervalo de
P Aplicagao arroz (mg kg')  Seguranca (dias)
Trifloxistrobina Foliar 0,2 15
Azoxistrobina Foliar 0,1 30
Lambda-Cialotrina Foliar 0,05 30
Produtos
Bifentrina 0,6 30
armazenados*

Os agrotoxicos empregados no trabalho foram aplicados na parte aérea das plantas, mesmo que o seu
registro na ANVISA nao estivesse regulamentado para este tipo de aplicacao.
FONTE: AGROFIT, 2008

Os fungicidas e inseticidas foram aplicados no estagio RO (inicio da diferenciacéao
da panicula) de desenvolvimento da cultura (segundo escala de COUNCE et al., 2000).
A aplicacao dos produtos foi efetuada com um pulverizador costal pressurizado a CO;
com pontas leque 11002, aplicado a vazao recomendada para cada produto; segundo
as recomendacdes do Ministério da Agricultura e Abastecimento (MAPA, 2008).

Em cada parcela isolada, foi feita a aplicagdo dos pesticidas nas plantas de arroz
na dose recomendada (Tabela 9), para assim poder-se avaliar o efeito e a
concentracao residual de cada um, sem qualquer interacdo entre eles. Portanto, para
melhor entendimento, cada tratamento das plantas de arroz com a aplicagdo dos
pesticidas em estudo recebeu uma identificagdo conforme demonstrado na Tabela 9.
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Tabela 9 - Dose aplicada, identificacao e produto formulado dos pesticidas das
amostras de plantas de arroz

Amostras de plantas de arroz

o Dose aplicada L Produto formulado
Pesticida . |dentificacao .
(gha’) (Marca Comercia)
Azoxistrobina 100 T1 Priori Extra®
Bifentrina 15 T2 Talstar®
Lambda-cialotrina 10 T3 Karate Zeon® 50 CS
Trifloxistrobina 94 T4 Stratego® 205EC

A semeadura do arroz foi realizada no dia 09 de novembro de 2007 em parcelas
isoladas com taipas e irrigacdo individualizada em cada parcela para ndo haver
contaminacao entre os produtos.

A cultivar utilizada foi IRGA 417, na densidade de 100 kg ha'. Cada parcela
possuia 11 linhas espagadas em 0,17 m, com 7 m de comprimento. A adubacéo de
base foi efetuada conforme indicado pela analise de solo e recomendado pela
Sociedade Sul-Brasileira de Arroz Irrigado (SOSBAI, 2007). O nitrogénio aplicado foi na
forma de uréia e dividido em trés épocas, a primeira (15 kg ha') por ocasido da
semeadura, a segunda aplicacéo (70 kg ha™) no inicio do perfilhamento e a terceira (30
kg ha') na diferenciacdo do primérdio floral. O controle das plantas invasoras foi
realizado com aplicacdo do herbicida bispiribaque-sddico na dose de 125 mL de
ingrediente ativo por ha™ do produto comercial Nominee®, quando as plantas daninhas
apresentaram de 2 a 3 folhas.

A irrigacéo definitiva foi efetuada um dia ap6s a aplicagdo do herbicida para o
controle de plantas daninhas, permanecendo com lamina d’agua de aproximadamente
0,05 m de altura. Conforme o desenvolvimento da cultura, a mesma foi aumentada e
estabilizada quando alcangou 0,10 cm de altura, permanecendo constante durante todo
o ciclo da cultura.

Para cada parcela individual, foi feita a andlise de residuos dos pesticidas; para
isso, foram coletadas trés plantas de arroz na mesma linha de semeadura de cada
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parcela, com as amostragens feitas no 1¢, 32, 59, 79, 10°, 159, 20°, 259, 309, 35° e 40°
dias apés a aplicagao dos pesticidas.

As plantas de arroz foram coletadas e acondicionadas separadamente em papel
aluminio e armazenadas a temperatura de -5 °C, logo apds foram recebidas no
Laboratério de Andlises de Residuos de Pesticidas (LARP) do Departamento de

Quimica da UFSM, para posterior realizagdo das analises.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

As condigbes cromatograficas utilizadas nesse estudo foram estabelecidas de
acordo com os estudos desenvolvidos por PRESTES (2007) para determinagdo de
residuos de pesticidas em grao de arroz.

4.1 Condicoes cromatograficas otimizadas para a determinacao dos pesticidas
em estudo por GC-ECD

Para a otimizacdo das condi¢bes cromatogréaficas utilizadas na separagdo dos
pesticidas selecionados, foram preparadas solu¢des analiticas contendo uma mistura
dos principios ativos dos pesticidas em estudo, observando dessa maneira o tempo de
retencéo e o perfil de separacao destes pesticidas.

As condigbes cromatogréficas utilizadas para o sistema GC-ECD neste
experimento, para analise validada dos 4 compostos em plantas de arroz foram:

» Programacéao de temperatura do injetor por vaporizagdo com temperatura
programada (PTV): temperatura inicial de 80 °C (0,1 min), com incremento
de temperatura de 200 °C min™ até 300 °C (7,2 min), ap6s diminui¢do da
temperatura até 80 °C, permanecendo até o final da corrida
cromatografica;

> Injecao splitless com programacédo da valvula do injetor PTV: inicialmente
vélvula do split aberta na razdo de 1/20, ap6s 0,01 min véalvula do split
fechada, e apds 2,0 min vélvula do split aberta na razao 1/20;

» Volume de injecédo: 1 pL;

» Programacdo da temperatura do forno da coluna: temperatura inicial de

80 °C (1,0 min), com incremento de temperatura de 25 °C min™" até 215 °C,
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e posteriormente de 5 °C min” até 300 °C, totalizando em 30 min de
corrida cromatografica;

> Gas de arraste: Hélio na vazao inicial de 1,3 mL min'™;

» Programacéo da pressdo do gas de arraste: pressao inicial de 16,4 psi
mantida por 1,0 min, apds incremento de pressdo de 0,20 psi min™ até 21
psi;

> Vazao do gas make-up: Nitrogénio ultra-puro na vazao de 28 mL min™;

» Coluna capilar: apolar DB-5 (5% fenil e 95% metilpolisiloxano) de 30 m de
comprimento, 0,25 mm de d.i. e 0,25 um de espessura de filme;

» Temperatura do detector: 300 °C.

A Figura 9 apresenta o cromatograma obtido para uma solucdo analitica no
extrato da matriz contendo azoxistrobina, bifentrina, bromofds-metilico (P.l.), lambda-
cialotrina e trifloxistrobina empregando-se as condigdes cromatograficas selecionadas.
A Tabela 10 demonstra o tempo de retencdo de cada composto e sua formula

molecular.
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Figura 9 - Cromatograma obtido para uma solucao analitica no extrato da matriz
contendo bromofos-metilico (P.l.), trifloxistrobina, bifentrina, lambda-cialotrina e
azoxistrobina na concentracdo de 0,5 mg L™, obtidos nas condicdes descritas no
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Bromofds-metilico

.

Trifloxistrobina

Bifentrina

Lambda-cialotrina

7 Azoxistrobina

L
s

item 4.1

10

20

Tabela 10 - Pesticidas analisados com seus respectivos tg e formula molecular

Pesticidas

Tempo de retengéo (tg) em min

Formula molecular

Azoxistrobina
Bifentrina
Bromofds-metilico (P.1.)
Lambda-cialotrina

Trifloxistrobina

23,5
15,5
10,7
17,1
13,9

Ca22H17N305
Co3H22CIF30,
CgHsBrCl,O3PS
Co3H19CIF3NO3
Ca0H19F3N204

[

|
Minutos
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4.2 Selecao do padrao interno

O pesticida selecionado como padrao interno foi 0 bromofés-metilico em funcao
de ter o padrao disponivel e ser adequado para este procedimento, conforme critérios ja
descritos no item 3.6.

4.2.1 Bromoféds-metilico

¢ Formula estrutural:

S
CH,0- f’—o Br
OCH,

Cl

Grupo quimico: Organofosforado

Classe: Inseticida

Classificacao toxicolégica: Classe II, altamente tdxico

Nome quimico: O-4-bromo-2,5-diclorofenil O,O-dimetil fosforotioato
Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 2104-96-3

Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) = 0,04 mg kg

Massa molar: 366,0 g mol™

Ponto de ebulicdo: 53 — 54 °C

Pressao de vapor: 17 mPa (20 °C)

Modo de acao: inseticida nao sistémico, de contato e com acéo no estbmago
Solubilidade em &gua: 0,7 mg L™ (20 °C) e 40 mg L™ (25 °C)

® & & & 6 6 O o o oo o
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4.3 Otimizacao da etapa de extracao com acetonitrila

Segundo descrito no item 3.8.2, nos ensaios 1, 2 e 3 foi observado apenas o
aspecto visual do extrato da matriz apds a extragao, visto que o extrato dessas plantas
apresenta uma coloracao verde causada pela presenca de clorofila, de dificil remogao.

Dessa maneira, o procedimento de exiragdo escolhido foi o ensaio 2, pois
demonstrou um extrato mais limpido, sendo possivel, posteriormente obter-se um
clean-up mais efetivo deste extrato.

O ensaio 3 (item 3.8.2.3) no qual empregou-se uma diluicdo de 20 vezes do
extrato da matriz, ndo foi satisfatorio, pois acarretou perda de sensibilidade no sistema
GC-ECD, tanto na diluicao antes e apds o clean-up, aumentando os niveis de LOD e
LOQ.

4.4 Otimizacao da etapa de clean-up

Na etapa de clean-up, o ensaio escolhido foi o ensaio n® 7 (item 3.8.3) que utiliza
como adsorventes carvao ativado adicionado de sulfato de magnésio (100 mg e 600
mg, respectivamente). O sulfato de magnésio foi adicionado para promover a retirada
de agua do extrato.

Quando porgdes de extrato foram limpas por extragdo em fase sélida dispersiva
com carvao ativado, a maior parte da cor em cada extrato foi removida. Ja que o carvao
ativado é utilizado para remover eficientemente pigmentos e interferentes deste tipo de
matriz, enquanto que o PSA é utilizado para remogao principalmente de acgucares e
polifénois de diversas matrizes.

Os outros adsorventes testados (ensaios de n® 1 a 6), descritos no item 3.8.3,
nao conseguiram apresentar a mesma eficiéncia no clean-up, apresentando extratos
ainda com coloragao verde.

A utilizagdo do carvao ativado na remocgao de clorofila tem demonstrado bons

resultados, mas as perdas de certos compostos como os pesticidas de baixa polaridade
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e pesticidas com estrutura planar podem ocorrer durante o clean-up dispersivo em fase
solida (DIEZ et al., 2006).

Foram também analisados extratos de amostras branco (n&o fortificados)
contendo diferentes quantidades de carvao ativado para o clean-up (item 3.8.3.1), para
o qual o Teste A (20 mg para 4 mL de extrato) foi o que apresentou um satisfatério
clean-up dos extratos, ndo sendo necessario utilizar maiores quantidades de carvao
ativado, mesmo que essas quantidades melhorassem o clean-up, pois poderiam
também aumentar as perdas dos pesticidas nesta etapa.

O passo seguinte foi testar os efeitos do carvao ativado sobre a remocéo de
clorofila a fim de apurar a quantidade adequada de carvao ativado utilizada no passo de
clean-up que possa remover, tanto quanto possivel clorofila das plantas de arroz, sem
haver perdas significativas dos pesticidas utilizados.

Foram testados 10, 15 e 20 mg de carvao ativado contendo 600 mg de sulfato de
magnésio cada um, em 4 mL de extrato, para verificar a ocorréncia ou nao de perda
dos pesticidas. Foi utilizada uma solugdo analitica na concentracdo de 5 mg L
contendo todos os pesticidas para a fortificacao e logo apdés foi calculado os valores de
recuperacao de cada pesticida, em porcentagem.

A utilizacdo de 10 mg de carvao ativado ndo demonstrou um clean-up efetivo,
sendo insuficiente para remover grande parte da clorofila das plantas de arroz,
verificado pelo aspecto do extrato com coloragéo verde clara. Dessa maneira, nao foi
injetado no sistema GC-ECD, evitando-se assim contaminagdo do mesmo.

Os resultados de recuperagao dos pesticidas analisados, utilizando 15 e 20 mg
de carvdo ativado em 4 mL de extrato estdo demonstrados na Tabela 11. Foram

realizadas 2 inje¢des de cada extrato.
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Tabela 11 - Recuperacoes médias dos pesticidas utilizando 15 e 20 mg de carvao
ativado para 4 mL de extrato

Carvéao ativado

Pesticida 15 mg 20 mg
Recuperagéo (%)
Azoxistrobina 88,7 90,6
Bifentrina 76,0 73,3
Lambda-cialotrina 83,1 87,7
Trifloxistrobina 84,5 88,1

Observando-se os resultados da Tabela 11, podemos verificar que os valores de
recuperacao ficaram préximos, mas os melhores resultados foram obtidos no clean-up
com 20 mg de carvao ativado, ficando entre 73,3 e 90,6% de recuperacdo nestes
extratos, demonstrando, desse modo, a menor perda dos pesticidas em estudo nesta
etapa.

Além disso, foi constatado visualmente um extrato mais limpido utilizando 20 mg
de carvao ativado em comparagao com o extrato que utilizava 15 mg de carvao ativado;
sendo possivel a remocao significativa de pigmentos vegetais das amostras de plantas
de arroz. Por estes motivos, a quantidade de 20 mg de carvao ativado foi a escolhida

para a etapa de clean-up dispersivo neste trabalho.

4.5 Método de extracao otimizado

A partir dos testes previamente apresentados, obteve-se o procedimento de
extracao otimizado, utilizado para a validacdo do método e para a determinacdo da
concentracao residual dos pesticidas nas amostras de plantas de arroz.

O procedimento de extracdo otimizado estd descrito no item 3.9.3. O método

envolve uma etapa de extragcdo com acetonitrila contendo 1% (v/v) de &cido acético,
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uma etapa de particdo com os sais sulfato de magnésio e acetato de sédio e uma etapa
de clean-up dispersivo com carvao ativado e sulfato de magnésio.

Para a etapa de validacdo do método QUEChERS modificado utilizado neste
trabalho, foram necessdarias amostras branco e foram realizadas fortificagcbes em 4
niveis (0,25; 0,5; 1,25; 2,5 mg kg'). As amostras de plantas de arroz obtidas do
experimento a campo foram extraidas em duplicata, utilizando o método descrito e logo
apds, injetados no sistema GC-ECD.

A Figura 10 demonstra todas as etapas do método de extracdo otimizado
(QUEChERS modificado).
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(0,25; 0,5; 1,25; 2,5 mg kg™)
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Agitagdo manual — 1 min
Centrifugagao 3300 rpm por 8 min
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Analise por GC-ECD

Figura 10 - Representacao esquematica do método de analise de residuos de
pesticidas em plantas de arroz, utilizando o método de extracao com acetonitrila
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4.6 Validacao do Método QUEChERS modificado

Todas as solugbes analiticas empregadas neste estudo foram preparadas no
extrato das plantas de arroz, dessa maneira sendo possivel avaliar o efeito da presenca
do extrato da matriz, na determinagdo dos valores de LOD e LOQ (instrumento e
método), e da linearidade das curvas analiticas (faixa linear, equagdo da curva e
coeficiente de determinacdo). Também foram preparadas solu¢gdes no solvente
(acetonitrila) para verificar o efeito matriz, visto que este pode influenciar os resultados,
dependendo dos compostos analisados, da técnica cromatografica e da matriz
empregada.

A Figura 11 apresenta o cromatograma obtido por GC-ECD de um extrato de
planta de arroz “branco” onde, percebe-se a inexisténcia de qualquer pico nos tempos
de retencdo dos compostos em estudo. Sendo assim, foi possivel sua utilizacao para o
processo de validacdo do método QUEChERS modificado.
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Figura 11 - Cromatograma obtido por GC-ECD para o extrato “branco” das plantas
de arroz, obtido nas condicoes cromatograficas do item 4.1
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4.6.1 Curva analitica

A Tabela 12 abaixo apresenta as equagdes da curva analitica (0,01; 0,05; 0,1;

0,25;0,5; 0,75 e 1,0 mg L ™), coeficiente de determinagao (r?) e intervalo linear.

Tabela 12 - Parametros relativos as curvas analiticas, obtidos para os pesticidas
no extrato das plantas de arroz e analisados por GC-ECD

. Equacdo da reta 5 Intervalo linear
Pesticida r p
(y=ax + b) (mgL")
Azoxistrobina y= 969,54x — 51,731 0,9936 0,05-1,00
Bifentrina y=1713x + 7,233 0,9995 0,01 -0,75
Lambda-cialotrina y=3024,2x - 53,511 0,9952 0,01 -0,75
Trifloxistrobina y=1708x + 20,34 0,9998 0,01 -0,75

A partir dos resultados das equagdes das curvas obtidas pode-se concluir que o
modelo linear é bastante adequado ja que o r? foi maior que 0,993 para todos os

compostos em estudo, o que é satisfatorio segundo a literatura (INMETRO, 2007).

4.6.2 Determinagao dos valores de LOD e LOQ, do instrumento e do método

Os resultados obtidos para os limites de deteccao e de quantificagdo do método
e do instrumento estdo demonstrados na Tabela 13 para os pesticidas selecionados
para este estudo. As solucdes analiticas utilizadas para este fim foram preparadas no
extrato da matriz.

Os valores foram obtidos através da relagdo sinal/ruido como apresentados no
item 3.9.2.
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Tabela 13 - Valores de LOD e LOQ do instrumento e do método

Limites do instrumento Limites do método
Pesticida (mg L™ (mg kg ™)
LOD; LOQG LODn LOQnm
Azoxistrobina 0,02 0,05 0,1 0,25
Bifentrina 0,004 0,01 0,02 0,05
Lambda-cialotrina 0,004 0,01 0,02 0,05
Trifloxistrobina 0,004 0,01 0,02 0,05

Os valores de LOD e LOQ dos pesticidas bifentrina, lambda-cialotrina e
trifloxistrobina foram os mesmos, pois estes pesticidas apresentam uma boa resposta
no sistema GC-ECD, conseguindo alcancar limites de deteccado e quantificacdo mais
baixos, quando comparados com o pesticida azoxistrobina, que n&o possui uma
resposta no sistema de deteccao tdo boa quanto aos dos outros pesticidas estudados.
A explicagdo para isso estd relacionada a estrutura quimica dos pesticidas e ao
detector ECD em uso, pois este é especialmente sensivel a moléculas que contém
halogénios, carbonilas conjugadas e nitrocompostos (compostos eletrofilicos)
(COLLINS et al., 2006).

Sabendo disso, constata-se entdo que a azoxistrobina apresentou limites de
deteccdo mais altos devido a sua estrutura quimica nao apresentar moléculas que
contenham halogénios, tais como cloro e fluor, diminuindo a sua sensibilidade de
deteccéao frente aos outros pesticidas bifentrina, trifloxistrobina e lambda-cialotrina que
possuem uma estrutura quimica mais compativel com este detector, devido a presenca
de halogénios em sua estrutura.

Estes limites de deteccdo e quantificagdo sao considerados satisfatorios de
acordo com o método apresentado e validado, comparado a técnicas cromatograficas
mais sensiveis como a técnica GC-MS (LEE et al., 2008). Além disso, na legislagao
brasileira ndo foram encontrados valores de limites maximos de residuos permitidos

para nenhum destes compostos em plantas de arroz.
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4.6.3 Ensaios de fortificacdo para avaliagdo da exatidao e precisao (repetitividade e

precisado intermediaria)

O procedimento de validagdo do método QUEChERS modificado proposto esta
descrito nos itens 3.9.3 e 4.5.

As Tabelas 14 e 15 apresentam a precisdo do método em termos de preciséo
intermediaria (RSD,) e repetitividade (RSD;), respectivamente, levando em
consideracao os niveis de concentracao utilizados na elaboracao das curvas analiticas
no extrato da matriz e os ensaios de fortificagcao.

Para o estudo da precisdo intermediaria, o ensaio foi realizado empregando-se
dias diferentes daqueles dos estudos da repetitividade.

Os valores para o estudo da repetitividade dos pesticidas ficaram entre 5,3 e
16,4% e para o estudo da precisao intermediaria ficaram entre 8,5 e 19,0%.

As Tabelas 14 e 15 também apresentam os valores de recuperacao obtidos nas
fortificagcdes, em diferentes niveis de concentracdo, para os fungicidas e inseticidas em
estudo, utilizando-se o procedimento descrito no item 3.9.3.

As recuperacdes para os pesticidas ficaram entre 71,2 e 103,6%, avaliando-se
desta maneira a exatiddo do método, o qual apresentou resultados satisfatorios.

Neste trabalho, seguiu-se a recomendacdo de validacdo de métodos
cromatograficos, na qual as recuperagdes devem estar entre 70 e 120% e, para a faixa
de trabalho avaliada, a precisdo deve apresentar RSD < 20% (RIBANI et al. 2004;
SANCO, 2007). Além disso, para matrizes ambientais e de alimentos, a precisdo é
dependente da matriz da amostra, da concentragdo do analito e da técnica de andlise,
podendo variar entre 2% e mais de 20% (HUBER, 2001).

Dessa maneira, todos os resultados obtidos apresentaram-se dentro desses
intervalos e, portanto, 0 método estd de acordo com os parametros cromatograficos
sugeridos.

Vale salientar que todos os valores de areas dos picos dos pesticidas, usados
para calculos de recuperacao, foram submetidos ao Teste Q, conforme descrito no item
3.9.3; sendo que nenhum valor de é&rea foi rejeitado, demonstrando que os valores
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estao dentro de um nivel de confianca de 96%, e, portanto sdo aceitos para calculos de

recuperagao.

Tabela 14 - Percentuais de recuperacao e RSD para a repetitividade do método

Nivel de Fortificacao*

Pesticida 2,5mg kg 1,25 mg kg™ 0,5 mg kg™ 0,25 mg kg™
Recuperagdes zRSD (%)
Azoxistrobina 76,818,2 71,7121 85,4+10,8 96,3+14,9
Bifentrina 72,446,3 73,1+7,4 81,2+9,1 76,7+10,0
Lambda-cialotrina 83,6+11,8 77,9114,8 83,3114,6 71,215,3
Trifloxistrobina 87,5+16,4 85,3+10,5 89,6+13,4 73,817,9

* 3 extragdes x 2 inje¢des de cada extrato
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Tabela 15 - Percentuais de recuperacao e RSD para a precisao intermediaria do

método
Nivel de Fortificacao*
Pesticida 2,5 mg kg’ 1,25 mg kg™ 0,5 mg kg™ 0,25 mg kg
Recuperagdes tRSD (%)
Azoxistrobina 74,2+13,4 75,3+18,5 72,4+19,0 84,7+17,0
Bifentrina 98,2+19,0 101,2+£15,4 87,4+15,0 96,3+18,9
Lambda-cialotrina 81,3+10,8 73,2114,3 74,61£15,3 95,9+13,1
Trifloxistrobina 92,6+11,7 103,618,5 89,6+17,1 91,4+17,9

* 3 extragdes x 2 injegdes de cada extrato

O cromatograma da Figura 12 exemplifica uma

2,5mg kg,

amostra fortificada no nivel de
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Figura 12 - Cromatograma de uma amostra fortificada com a mistura dos
pesticidas no nivel de 2,5 mg kg™, obtido nas condigdes cromatograficas citadas

ho item 4.1

4.6.4 Efeito matriz

A Figura 13 mostra o efeito matriz para cada pesticida em estudo, confirmando
dessa maneira a importancia de utilizar-se curvas analiticas preparadas na matriz
evitando-se assim, resultados erréneos.

O efeito matriz sempre sofre variacbes ao longo do tempo e também varia
dependendo da condicdo do instrumento utilizado, devendo, por isso, ser
constantemente avaliado, tanto na etapa de desenvolvimento do método quanto na
aplicacao deste método nas analises de rotina.

Conforme apresentado na Figura 13, pode-se observar que todos os pesticidas
estudados apresentaram um efeito matriz positivo significativo em relacdo aos obtidos
pelo método de extracdo com acetonitrila, que pode ser devido aos fendmenos de
adsorcao e/ou degradacao dos pesticidas no sistema de injegéo.
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Assim sendo, neste trabalho foram utilizadas curvas analiticas preparadas no

extrato da matriz.
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Figura 13 - Curvas anaiticas dos pesticidas lambda-cialotrina, bifentrina,

trifloxistrobina e azoxistrobina preparadas em solvente (acetonitrila) e no extrato

da matriz das plantas de arroz branco
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4.7 Aplicacao do método

O método desenvolvido foi aplicado a andlise de plantas de arroz da lavoura de
arroz irrigado do experimento conduzido na varzea experimental do Campus da
Universidade Federal de Santa Maria, na safra de 2007/2008.

Neste experimento, foi avaliada a persisténcia dos pesticidas trifloxistrobina,
lambda-cialotrina, bifentrina e azoxistrobina em plantas de arroz irrigado, coletadas em
diferentes dias (19, 3%, 5°%, 7°, 10°, 159, 209, 25°% 30°, 35° e 40°) apds a aplicacado dos
mesmos.

As amostras foram preparadas conforme o método validado (itens 3.9.3 € 4.5) e
os resultados obtidos estdo demonstrados na Figura 14, para a safra 2007/2008.

No periodo da safra de 2007/2008 a lavoura de arroz foi submetida a uma
temperatura média de 21,6 °C, com umidade média de 74,9%, com radiagdo solar
média de 1019,7 kJ m? e as chuvas durante toda a safra somaram aproximadamente
1126 mm. Vale salientar que 0s meses que apresentaram maiores precipitacdes foram
os de outubro, dezembro, margo e abiril.
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Figura 14 - Concentracoes residuais dos pesticidas trifloxistrobina, lambda-
cialotrina, azoxistrobina e bifentrina em plantas de arroz irrigado

Observando o perfil residual demonstrado pela Figura 14, pode-se perceber que
0s quatro pesticidas sdo detectados nas plantas de arroz até aproximadamente 20 dias
apods a sua aplicacao. No Apéndice C, estdo demonstradas as concentracoes residuais
de todos os pesticidas nos diferentes dias de coleta.

Os inseticidas bifentrina e lambda-cialotrina apresentaram as maiores
concentragdes residuais nas plantas de arroz nos 1° e 32 dias apds as aplicagcdes dos
mesmos na lavoura arrozeira, que foram 0,22 e 0,55 mg kg™, respectivamente.

Ja os fungicidas trifloxistrobina e azoxistrobina, apresentaram concentracao
residual méaxima de 0,62 e 1,22 mg kg™, respectivamente, no 1 e 3¢ dias de coleta ap6s
a aplicagao dos pesticidas.

Vale salientar que todos os pesticidas em estudo apresentaram concentracao
maxima residual até o 3° dia de coleta, sendo que nas coletas posteriores a
concentracao residual foi decrescendo até encontrar-se abaixo do LOD do método, néo
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podendo assim, ser detectado nenhum residuo dos pesticidas em estudo, apds esse
periodo.

O intervalo de seguranca apresentado na Tabela 8 (item 3.11) que se refere aos
graos de arroz, também pode ser aplicado as plantas de arroz, pois apds esse tempo
determinado (15 a 30 dias) nao foi detectado até o LOD do método, nenhum residuo
destes pesticidas nas amostras analisadas. Além disso, de acordo com a Tabela 9 (item
3.11) o pesticida azoxistrobina que foi aplicado na maior dose nas plantas, também foi o
que apresentou maior concentracao residual.

Nas Figuras 15 a 18, estdo apresentados os cromatogramas obtidos por GC-
ECD; nas condices cromatograficas descritas no item 4.1; das amostras das plantas
de arroz contendo residuos dos pesticidas azoxistrobina, trifloxistrobina, lambda-
cialotrina e bifentrina da safra 2007/2008.
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Figura 15 - Cromatograma da amostra de planta de arroz T1, contendo residuos
do pesticida azoxistrobina na concentracio de 1,22 mg kg™', obtido nas condicées
cromatograficas citadas no item 4.1
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Figura 16 - Cromatograma da amostra de planta de arroz T2, contendo residuos
do pesticida bifentrina na concentracdo 0,22 mg kg', obtido nas condicdes

cromatograficas citadas no item 4.1
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Figura 17 - Cromatograma da amostra de planta de arroz T3, contendo residuos
do pesticida lambda-cialotrina na concentracdo de 0,55 mg kg’, obtido nas
condicoes cromatograficas citadas no item 4.1
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Figura 18 - Cromatograma da amostra de planta de arroz T4, contendo residuos
do pesticida trifloxistrobina na concentracio de 0,62 mg kg’', obtido nas
condicoes cromatograficas citadas no item 4.1
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5 CONCLUSOES

O método de extracdo QUEChERS modificado, otimizado para este trabalho, tem
como vantagens a utilizacdo de pouca quantidade de solvente, baixo custo, néo
necessita equipamentos ou vidraria especializada; além da simplificacdo de etapas
lentas e trabalhosas, geralmente empregadas em outros métodos de extracao.

A etapa de clean-up dispersivo, a qual utilizou-se carvao ativado e sulfato de
magnésio como adsorventes, nas quantidades de 20 e 600 mg, respectivamente, em 4
mL de extrato; apresentou-se adequada e eficiente, conseguindo remover a grande
quantidade de clorofila interferente presente nas plantas de arroz, sendo esta uma das
principais dificuldades encontradas neste trabalho, a purificacdo dos extratos para
injecao no sistema GC-ECD.

O método de extracdo QUEChERS modificado utilizado para a extracao dos
pesticidas das plantas de arroz, demonstrou ser um método eficiente apresentando
bons resultados de recuperacao entre 71,2 a 103,6%. Este método validado esta de
acordo com a literatura para a validacao de métodos cromatograficos, que sugere a
necessidade das recuperagdes estarem entre 70 e 120%, comprovando a
confiabilidade do método desenvolvido.

Os valores de precisédo obtidos ficaram entre 5,3 e 19,0%, encontrando-se dentro
dos limites aceitaveis (RSD < 20%).

Os valores de limites de quantificacdo de 1,0 mg kg’ para a azoxistrobina e 0,05
mg kg' para os demais pesticidas bifentrina, lambda-cialotrina e trifloxistrobina,
permitem que sejam determinados residuos destes pesticidas em amostras de plantas
de arroz com grande confiabilidade.

O método validado contribui para o estabelecimento de limites seguros para a
alimentacao animal e preservacdo do ambiente, além da possibilidade de identificacao
dos pesticidas com menor persisténcia na planta de arroz e no ambiente para aplicacao

em final do ciclo da cultura.



79

As curvas analiticas apresentaram linearidade entre 0,01 e 1,0 mg L, com
valores de coeficiente de determinagdo maiores que 0,993, também apresentando
resultados adequados segundo a literatura (INMETRO, 2003).

As solugbes analiticas, para a confeccdo das curvas de calibracdo, foram
preparadas em extratos da matriz para a realizacdo dos calculos de precisao
(repetitividade e precisdo intermediaria), devido ao método ter evidenciado um
significativo efeito matriz positivo, ou seja, um aumento de sinal constatando-se dessa
maneira, a necessidade de se utilizar curvas preparadas no extrato da matriz e ndo em
solvente, evitando-se assim, resultados falsos nas andlises.

O método validado foi aplicado para o estudo da concentracdo residual dos
pesticidas azoxistrobina, bifentrina, lambda-cialotrina e trifloxistrobina em plantas de
arroz de um experimento realizado no Campus da UFSM, nas safras 2007/2008.

Os fungicidas e inseticidas em estudo apresentaram concentragcdes maximas
residuais no 1° e 3¢ dias de coleta, sendo que apds 20 dias de coleta nenhum dos
pesticidas foi detectado levando em consideracao o LOD do método. Sabendo-se disso,
apds o periodo de 20 dias apo6s a aplicacao dos pesticidas, as plantas de arroz podem
ser utilizadas para alimentacdo animal, principalmente de bovinos, sem acarretar
prejuizos ou efeitos maléficos aos animais, desde que aplicados nas doses
recomendadas. Vale salientar que isso € correto apenas para os pesticidas validados
neste trabalho (azoxistrobina, bifentrina, lambda-cialotrina e ftrifloxistrobina), tendo
sempre o cuidado de seguir a dose de aplicagdo para cada composto.

Portanto, conclui-se que o método mostrou-se adequado a andlise dos pesticidas
em plantas de arroz, podendo ser usado na rotina de laboratérios de analises de
residuos de pesticidas, visto que todos os parametros de validagdo encontraram-se
dentro dos limites exigidos para validacdo de métodos cromatograficos, atendendo

satisfatoriamente os objetivos tragados para este trabalho.
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TRATAMENTO DE RESIDUOS

Os reagentes e solventes utilizados no desenvolvimento deste estudo foram
recolhidos, colocados em recipientes, separados e rotulados como halogenados e nao-
halogenados e logo apds, encaminhados para o Almoxarifado, responsavel pelo
tratamento final dos residuos gerados, no Departamento de Quimica da UFSM.

Ja os residuos soélidos foram colocados em sacos plasticos, devidamente
rotulados e em seguida, também encaminhados ao Almoxarifado do Departamento de
Quimica da UFSM, responsavel pelo destino em Aterro Industrial, autorizado pela
FEPAM.



81

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

— Determinacao, na planta de arroz, de outros pesticidas também utilizados na lavoura

arrozeira;

— Estudo a campo e no laboratério da estabilidade dos inseticidas lambda-cialotrina e
bifentrina e dos fungicidas azoxistrobina e trifloxistrobina em amostras de agua de
lavoura de arroz irrigado, amostras de grédos de arroz e em amostras de solo, com o
objetivo de tragar o perfil de persisténcia destes pesticidas no sistema de producado de

arroz irrigado.
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APENDICE A - Fluxograma da otimizacao do clean-up com carvio ativado

Extracao da amostra
“branco”

4 mL do extrato liquido

Fortificacdo no nivel 0,5 mg L™

(400 pL de uma solucdo na concentracdo de 5 mg L™)

CLEAN-UP DISPERSIVO

10 mg de carvao ativado +
600 mg MgSO,

15 mg de carvao ativado +
600 mg MgSO,

20 mg de carvao ativado +
600 mg MgSO,

agitacao manual - 1 min
centrifugacao a 3300 rpm — 8 min

Analise do sobrenadante por GC-ECD

Figura 1 — Esquema da etapa de otimizacao do clean-up do item 3.8.3.2
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APENDICE B - Ensaios de fortificacdo utilizando o Método QUEChERS modificado

Nivel d

|Iv.e <~e Concentracdo da solugdo  Volume adicionado Quantidade de Volume de
fortificagao o p B * Fator
p de fortificagdo (mg L ™) da solugao (uL) plantas arroz (g)  solvente (mL)

(mg kg™)
2,50 10 750 3,0 15 5
1,25 10 375 3,0 15 5
0,50 10 150 3,0 15 5
0,25 1 750 3,0 15 5

* Fator = volume do solvente /quantidade de amostra
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APENDICE C - Concentracdes residuais dos pesticidas estudados nas

plantas de arroz cultivadas na safra 2007/2008

Pesticidas (mg kg™)

oias Azoxistrobina Bifentrina ~ Lambda-cialotrina  Trifloxistrobina
1@ 0,28 0,22 0,22 0,62
3° 1,22 0,03 0,55 0,07
5° 0,49 0,02 0,21 0,07
7° 0,36 0,01 0,17 0,04
10° 0,30 0,01 0,23 0,45
15° nd 0,07 nd 0,03
20° nd 0,03 nd nd
25° nd 0,04 nd nd
30¢ nd 0,03 nd nd
35° nd 0,04 nd nd
40° nd 0,03 nd nd

*Dias de coleta ap6s a aplicagao dos pesticidas



