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Neste estudo, foi otimizado e validado um método para determinacédo de
diquate e paraquate em feijdo-caupi. Para se obter uma amostra bem homogénea, o
feijdo-caupi foi moido e em seguida preparou-se um slurry de matriz e 4gua (razéo
1:1,5; m/m). O procedimento de extracao baseou-se no método QuPPe, no qual foram
feitas modificacbes. Como solvente extrator, utilizaram-se metanol contendo acido
cloridrico 5 mol L (6:4 v/v) e utilizou-se padrées internos deuterados de diquate e
paraquate. Apés a adicdo do solvente extrator, para promover uma melhor extracéo,
agitou-se vigorosamente de maneira manual por 2 minutos e logo levou-se por 15
minutos para banho de agua a 80 °C. Deixou-se resfriar a temperatura ambiente e
centrifugou-se por 5 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi utilizado para as
analises. Todas as solu¢des analiticas de diquate e paraquate foram preparadas e
armazenadas em frascos de polipropileno.

A determinacdo de diquate e paraquate foi feita em um sistema de
cromatografia liquida acoplado a um espectrdbmetro de massas tandem (UPLC-
MS/MS). A validacéo foi realizada pela analise de amostras de feijao-caupi fortificado
em trés concentragbes (10, 20 e 50 yg kg?), com 7 replicatas (n=7) para cada
concentracao.

Avaliou-se, para ambos herbicidas, a linearidade da curva analitica (r),
exatiddo (recuperacédo%), limite de deteccdo e de quantificacdo (LOD e LOQ) do
instrumento e do método, precisdo (RSD%) e efeito matriz (%).

No estudo de recuperacdo o diquate obteve médias entre 77-85% e
apresentou RSD < 20% para as amostras fortificadas, nas trés concentracdes de
estudo. Por outro lado, paraquate apresentou médias entre 68-103% na recuperacao
e médias de RSD entre 14,4-25,4%. O LOQ do método foi 10 e 20 ug kg para diquate
e paraquate, respetivamente.

Mesmo apos a adicdo de padrdes deuterados antes da etapa de fortificacao
o efeito matriz manteve-se presente tanto para diquate como para o paraguate. Dessa
forma, para que o método possa ser implantado em analises de rotina, a confeccéo
das curvas analiticas deve ser realizada a partir de solugbes em extrato de matriz
(matrix-matched calibration).

Este método foi aplicado para amostras provenientes de um estudo da
EMBRAPA.



Palavras-chave: Feijao-caupi. Herbicidas. UPLC-MS/MS. Método Individual.
Diquate. Paraquate.
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In this study, a method for determination of diquat and paraquat in Cowpea
was optimized and validated. In order to obtain a good homogeneous sample, the
Cowpea were milled and then prepared a slurry of matrix and water (ratio 1:1.5; m/m).
The extraction procedure was based on the QuPPe-Method and modifications of the
method were developed. As extraction solution, it was used methanol containing
hydrochloric acid 5 mol L* (6:4 v/v) plus isotopically labeled (IL) analogues of the
targets analytes, which were used as internal standards (ISTDs). In order to promote
a better extraction, the mixture between slurry plus extraction solvent was manually
shaked for 2 min, vigorously, and then taken to a water bath, at 80°C, for 15 min. After,
the mixture was cooled down to room temperature and then centrifuged for 4 min at
4000 rpm. The supernatant was used for the analysis. All analytical solutions of diquat
and paraquat have been prepared and stored in polypropylene vessels. The
determination of diquat and paraquat was done into a liquid chromatographic system
coupled to a tandem mass spectrometer (UPLC-MS/MS). The validation was
performed by analyzing spiked samples at three different concentrations (10, 20 and
50 ug kg?), with seven replicates (n = 7) for each concentration. Assessed, both as to
diquat and paraquat, was determined the linearity (r) of analytical curves, accuracy (as
recovery %), instrument and method limits of detection and quantification (LOD and
LOQ), precision (as RSD %) and matrix effects (%). In the recovery study of Diquat,
the average recovery obtained was between 77 and 85% with RSD% values < 20%,
for all 3 spike concentrations. On the other hand, paraquat presented averages
between 68-103% and averages of RSD between 14.4-25.4 %. The LOQ of the method
was 10 and 20 pg kg* for diquat and paraquat, respectively. The matrix effect was
present for both pesticides even using isotopically labeled (IL) analogues of the target
analytes, which were used as internal standard (ISTD), therefore requiring matrix-
matched calibration standards for application in routine analysis.

This study was applied for samples from EMBRAPA study.

Keywords: Cowpea. Herbicides. UPLC-MS/MS. Single Residue Method.
Diquat. Paraquat.
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1 INTRODUCAO

Na atualidade a importancia da seguranca alimentar aumentou em vista dos
processos modernos da industrializacédo e das novas tendéncias do consumidor frente
aos alimentos, especialmente na sua vertente que enfatiza os aspectos qualitativos,
food safety, que podem se definidos como a garantia do consumidor em adquirir
alimentos livres de contaminantes quimicos, biolégicos ou outros, na qual se
destacam sempre os atributos ligados a saude. No Brasil podem se facilmente
confundir os termos food safety e food security ja que os dois, safety e security sédo
sinbnimos em inglés. Neste trabalho, serd definida food safety como sendo a
seguranca alimentar sanitaria, devido ao fato de que seguranca alimentar se refere a
uma situacdo quando todas as pessoas, a qualguer momento, tém acesso fisico,
social e econdmico a suficientes alimentos, seguros e nutritivos, que permitam
satisfazer as suas necessidades em nutrientes e preferéncias alimentares (ARAUJO,

2007), que néo é o enfoque deste trabalho.

A necessidade de adquirir-se alimentos de qualidade, incluidos na vertente da
definicdo de food safety, tem impulsionado o desenvolvimento de sistemas agricolas
de producédo cada vez mais eficientes. Assim, 0 uso de agrotéxicos para o controle de
pragas durante o cultivo e apés a colheita tornou-se uma ferramenta essencial para

garantir o crescimento e a qualidade na producao de alimentos.

Varios paises no mundo criaram programas de monitoramento de residuos de
agrotoxicos em alimentos e, no Brasil, onde existe um grande potencial agricola e
onde se localiza o maior mercado que aplica agrotoxicos do mundo, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) criou, em 2001, o Programa Nacional de
Monitoramento de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) com a finalidade
de avaliar continuamente os niveis de residuos de agrotoxicos nos alimentos in natura
que chegam a mesa do consumidor, fortalecendo a capacidade do Governo em
atender a seguranca alimentar, evitando possiveis agravos a saude da populacao
(ANVISA, 2009).

O feijdo € um dos principais produtos agricolas presente na mesa do

consumidor brasileiro depois do arroz. Ainda que as estatisticas ndo mostrem
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diferencas entre o feijao comum e o caupi, em 2012 o Brasil exportou 30 toneladas de
feijdo-caupi para a Bolivia, para fins de semeadura naquele pais, além de um volume
de 5.644 toneladas para consumo humano o qual alcancou um valor médio de US$
714/tonelada. Por este motivo, torna-se indispensavel realizar-se um controle rigoroso
para avaliagdo da possivel contaminagdo desta cultura por residuos de agrotoxicos
(WANDER, 2013).

Atualmente, existem mais de 80 substancias pertencentes a diferentes classes
quimicas, registrados como ingredientes ativos para o cultivo do feijjdo comum no
Brasil, e que sdo avaliados pelos laboratorios participantes do PARA. O uso incorreto
destas substancias pode contaminar o meio ambiente, ocasionando efeitos adversos
a saude dos seres vivos e problemas associados com a presenca de residuos de
agrotoxicos em alimentos (AGROFIT, 2012).

Para a determinacdo de residuos de agrotéxicos em alimentos, sao
empregadas, geralmente, técnicas cromatograficas para a analise, como a
cromatografia gasosa (GC) e a cromatografia liquida (LC). Além disso, tém sido
desenvolvidas técnicas de andlise de agrotéxicos em alimentos cada vez mais
rapidas, seletivas e sensiveis devido a necessidade de se detectar simultaneamente
um grande numero de analitos (métodos multiresiduos) em baixos niveis de
concentracdo. Dentre elas, pode-se destacar a cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(Ultra-High Pressure Liquid Chromatography - UPLC) e os métodos cromatogréaficos

com detecc¢do por espectrometria de massas tandem (MS/MS).

Como nem todos os agrotéxicos podem ser determinados através de métodos
multiresiduos, como € o caso dos herbicidas do grupo bipiridilicos, especialmente o
diquate e o paraquate, por serem muito polares, a European Union Reference
Laboratory for Pesticides Requiring Single Residue Methods (EURL-SRM) tém
desenvolvido um método especifico “Método rapido para analises de residuos de
numerosos agrotoxicos altamente polares em alimentos provenientes de plantas
envolvendo extracdo simultdnea com metanol e determinacdo por UPLC-MS/MS”
(Método-QuPPe).
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1.1 Objetivos

Este estudo teve como objetivo a otimizagcédo e a validacdo de um método
cromatografico individual para determinacdo de diquate e paraquate em feijao-caupi,
por cromatografia liquida UPLC-MS/MS. Buscou-se também analisar residuos desses
herbicidas em amostras de feijao-caupi proveniente de 3 estados do Brasil, quando
pulverizado em condicbes de cultivo a campo e fornecido pela EMBRAPA, em
amostras provenientes de experimentos de campo desses herbicidas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Seguranca alimentar sanitaria

A seguranca alimentar sanitaria tem crescido em importancia, juntamente com
0S novos processos de industrializacdo e com a tendéncia de comportamento do
consumidor sobre garantir que os alimentos adquiridos sejam de qualidade, livres de
riscos de alérgicos, quimicos, materiais estranhos e microbiolégicos. Este
comportamento baseia-se no fato de que o aumento na producéo de alimentos gerou
um acréscimo no uso de insumos quimicos, principalmente de agrotoxicos
(inseticidas, fungicidas, herbicidas), antibioticos, horménios e outros medicamentos
veterinarios. Esses produtos podem comprometer a sanidade dos alimentos seja por
sua propria formulacdo (uso de substancias proibidas pelo Codex Alimentarus e/ou
outros 0Orgaos), dosagem maior do que a recomendada, ou pelo seu poder
acumulativo, fazendo com que seus residuos se mantenham no alimento por muito

tempo, de modo que termina contaminando o consumidor (STOPELLI, 2005).

Deve-se notar que o conceito que define a seguranca alimentar sanitaria esta
explicado no conceito de food safety que enfatiza os aspectos qualitativos dos
alimentos. Assim, pode-se definir food safety como a garantia do consumidor em
adquirir alimentos com atributos de qualidade que sejam do seu interesse, entre 0s

quais se destacam os atributos ligados a saude.

E importante diferenciar os conceitos referentes a “Seguranca alimentar’ e
“Food security” ja que a designagao “Seguranga Alimentar” tem sido utilizada de forma
imprecisa em alguns paises. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ja referia em
2004 que Food security € por vezes confundida com Food safety, porque as palavras

security e safety séo sinbnimos em inglés.

Segundo a OMS, Food Safety é quando todas as pessoas em todos os
momentos tém acesso a alimentos seguros e suficientes, nutritivos para manter uma
vida saudéavel e ativa. Comumente, o conceito de seguranca alimentar é definido como
incluindo o acesso fisico e econdmico a uma alimentacao que atenda as necessidades

alimentares das pessoas, bem como as suas preferéncias alimentares.
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Segundo Araujo (2007), em portugués estes dois conceitos se designam
seguindo o exemplo da tradugédo francesa, exemplificada pela nome da AFSSA,
Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments, pelo qual seria apropriado
designar Food safety por seguranca alimentar sanitdria, deixando para apenas

seguranca alimentar a designacgéo abrangente de Food security (ARAUJO, 2007).

Um exemplo da preocupacdo do consumidor frente a seguranca alimentar
sanitaria nos apresenta a Canadian Food Inspection Agency (CFIA), um érgdo
governamental que fornece dados obtidos pelos préoprios consumidores desde abril
2006 até marco 2013, com a finalidade de ajudar a remover os produtos perigosos do
mercado e alertar outros consumidores. Pode-se observar que as maiores
preocupacdes sao referidas a materiais estranhos (metal, vidro ou cabelo, média de
1,186 reclamacdes) seguida de reclamacdes microbiologicas (482) e, em terceiro
lugar, as por quimicos (média de 160 casos). (Figura 1) (CFIA, 2013).

Abril 2006-Mar¢o 2013
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Figura 1 - Reclamacdes do consumidor canadense frente a riscos de

Seguranca Alimentar (CFIA).
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2.1.1 Seguranca alimentar sanitaria no mundo e no Brasil

Muitos paises desenvolvidos realizam regularmente estudos de dieta total,
como um meétodo de avaliacdo da exposicdo da populacdo a varios contaminantes
nos alimentos, incluindo agrotéxicos. Esses estudos sdo considerados importantes
para acompanhamento das exposi¢fes alimentares a produtos quimicos, e o risco
associado a saude publica é caracterizado pela comparacao da estimativa de valores
internacionais de orientacdo de saude, como a ingestdo diéria aceitavel e ingestédo
semanal toleravel proviséria (VANNOORT, THOMSON, 2009; BETSY, RAO, POLASA
2012).

Quando uma cultura é tratada com um agrotéxico, uma quantidade muito
pequena deste, ou seus metabolitos e produtos de degradacdo, podem permanecer
na cultura, até apds a colheita. Isto € conhecido como “residuo”. Os residuos de
agrotoxicos podem estar presentes em frutas e legumes frescos ou enlatados,
alimentos processados e produtos feitos a partir da colheita (por exemplo, suco, pao
ou qualquer outro alimento ou bebida produzida), produtos de origem animal frescos
ou transformados (se os animais foram alimentados com cultura grao/planta tratadas
com agrotoxicos). Enquanto o uso de agrotoxicos pode levar a residuos em alimentos,
deve-se lembrar que algumas plantas contém suas préprias defesas naturais que tém

toxinas semelhantes aos encontrados em agrotéxicos quimicos (HSE, 2012).

De fato, os alimentos sao considerados a principal fonte de exposi¢ao dos seres
humanos aos agrotéxicos (BOOBIS et al., 2008; JARDIM, ANDRADE, DE QUIROZ;
2009).

Neste contexto, diversos paises tém implantado programas de analise de
residuos nos alimentos. Nos Estados Unidos, numerosos programas de analises de
residuos tém sido implantados, podendo—se destacar o programa do Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), o programa da Associacao Nacional dos
Alimentos Processados (NFPA) e o programa da Administracdo de Drogas e
Alimentos (FDA). Este ultimo, implantado em 1987 e responséavel pela publicacdo de
relatorios anuais, usa limite maximo partes por milhdo (ppm), dependendo do tipo de
agrotoxico (STOPELLI, MAGALHAES; 2005).
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No Brasil, o Programa de Analise de Residuos de Agrotéxicos (PARA) foi
iniciado em 2001 com o objetivo de cumprir a legislagéao disposta no Decreto 4.074/02
e na Resolugcdo — RDC n° 44/00. Os objetivos especificos do PARA séo (1) analisar
residuos de agrotdxicos in natura; (2) verificar se os alimentos contaminados
ultrapassam o limite maximo de residuo (LMR); (3) verificar a presenca de residuos
de agrotéxicos ndo autorizados pela legislagdo em vigor; (4) rastrear possiveis
problemas e subsidiar acdes de fiscalizacdo de vigilancia sanitaria; (5) melhorar a
estimativa de exposicéo por meio da dieta, como parte da reavaliacdo dos agrotdxicos
ja registrados; (6) monitorar o uso de produtos agrotoxicos realizando um
mapeamento de risco; (7) subsidiar com base cientifica e informacgdes laboratoriais
concretas as negociacdes internacionais, principalmente, no ambito do Codex
Alimentarius e do Mercosul; (8) fornecer subsidios ao Ministério da Agricultura que
permitam orientar e fiscalizar os produtores na utilizagcdo dos agrotéxicos; e (9)
disponibilizar informacdes a sociedade (STOPELLI, MAGALHAES; 2005).

2.2 Feijao-caupi

7z

O feijdo-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp, € uma Fabéacea utilizada para
alimentacdo humana, animal e como adubo verde incorporado ao solo. Originario da
Africa, ele foi introduzido no Brasil no século XVI, no Estado da Bahia, por

colonizadores portugueses, de onde se expandiu para todo o pais (FREIRE, 2011).

Seu cultivo ocorre principalmente na Africa, Asia e nas Américas, onde o seu
alto conteudo de proteinas, adaptacéao a diferentes agrossistemas, resisténcia a secas
e ao sombreamento e a capacidade de melhorar a fertilidade dos solos, promovem

uma alternativa interessante para agricultores de pequeno e grande porte (IITA, 2009).

Devido a disseminacao do feijdo-caupi nas diferentes regides do pais existe
uma variedade de nomes populares com os quais € também conhecido como exemplo
feijdo-macassar ou macassa, feijao-de-corda na regido Nordeste; feijdo-da-colbnia,
feijdo-da-praia, feijdo-de-estrada na regido Norte; feijdo-mitudo na regido Sul; feijao-
catador e feijdo-gurutuba em algumas regides da Bahia e norte de Minas Gerais, e
feijdo-fradinho nos estados da Bahia e do Rio de Janeiro.
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Figura 2 - Sementes de feijao-caupi (Embrapa Arroz e Feijao)

2.2.1 Classificacao cientifica

Historicamente, houve uma grande dificuldade para a classificacdo cientifica do
feijdo-caupi. Inicialmente foi classificado nos géneros Phaseolus e Dolichos, e
finalmente classificado no género Vigna que é a atual classificagéo cientificamente
aceita (Tabela 1) (FREIRE, 2011).
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Tabela 1 - Classificacao cientifica do feijao-caupi.

Ordem Fabales

Familia Fabaceae
Subfamilia Faboideae

Tribo Phaseoleae
Subtribo Phaseolineae
Género Vigna
Subgénero Vigna

Seccao Catyang

Espécie Vigna unguiculata (L.) Walp
Subespécie unguiculata
Cultigrupos Unguiculata, Sesquipedalis, Biflora e Textilis

2.2.2 Importancia nutricional

O feijao-caupi é considerado uma das leguminosas mais adaptadas, rusticas e
nutritivas entre as espécies cultivadas destinadas a alimentacdo humana devido ser
uma excelente fonte de proteinas (23-25% em média). Apresenta todos o0s
aminoacidos essenciais, carboidratos (62%, em média), vitaminas e minerais, além
de possuir grande quantidade de fibras dietéticas, baixa quantidade de gordura (teor
de Oleo de 2%, em média) (FROTA et al., 2008).

s

Pelo seu valor nutritivo, o feijao-caupi é cultivado principalmente para a
producéo de graos, secos ou verdes, visando o consumo humano in natura, na forma
de conserva ou desidratado. Além disso, o feijdo-caupi também é utilizado como
forragem verde, feno, ensilagem, farinha para alimentacdo animal e humana ou ainda

como adubacéo verde e protecéo do solo.
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2.2.3 Importancia Socio-econdémica

A producéo de feijdo-caupi no Brasil destina-se ao consumo doméstico e tem
grande importancia como alimento e na geracdo de renda na agricultura familiar,
concentrando-se nas regides Norte e Nordeste do Brasil, estendendo-se atualmente
a Regiao Centro-Oeste. A comercializacao de gréos esta normatizada pelo Ministério
da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA). Atualmente seu consumo
expande-se de forma mais intensa para as regides Centro-Oeste e Sudeste do Brasil
(AGEITEC, 2011).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento a producédo nacional
de feijdo comum, na primeira safra de 2013 foi de aproximadamente em 1.294,4 mil
toneladas, representando um crescimento de 4,8% em comparacdo com a safra
anterior, fato este que demonstra o intenso crescimento e difuséo desta cultura por
todo o pais (CONAB, 2013).

Conforme registros da Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO) em 2013, a producdo mundial de feijao-caupi em 2011 foi em torno de
5 milhdes de toneladas. No entanto, acredita-se que esta estimativa esteja
subestimada, considerando que varios paises, como india, Myanmar e Brasil, néo
fornecem dados estatisticos que separem feijdo-caupi e feijao-comum, de forma que
nao apresentam estatisticas de feijao-caupi, apesar de ter um volume expressivo de
producdo. De um total de 239 paises constantes na base de dados FAOSTAT, apenas
33 apresentaram estatisticas especificas de feijdo-caupi em 2011. Dos paises que
apresentam dados detalhados para feijdo-caupi em 2011, os maiores produtores séo
Nigéria (1,8 milhdes de toneladas), Niger (1,5 milhdes de toneladas), Burkina Faso
(440 mil toneladas), Myanmar (220 mil toneladas), Tanzania (170 mil toneladas),
Camardes (150 mil toneladas) e Mali (130 mil toneladas) (WANDER, 2013; FAO,
2013).

Segundo os dados da Embrapa Arroz e Feijdo em 2012, a producédo nacional
de feijdo-caupi oscilava entre 400 e 600 mil toneladas, entre 2002 e 2011. Em 2011,
no entanto, houve um aumento consideravel da producéao, alcancando quase 800 mil
toneladas. Esse recorde historico deveu-se ao aumento da producdo em regides

importantes, como o Nordeste, além do inicio de uma producao diferente, nova para
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o Brasil, que é o cultivo em escala comercial em alguns estados do Centro-Oeste,
principalmente, Mato Grosso (EMBRAPA ARROZ E FEIJAO 2012).

Em 2010, apenas os Estados Unidos e o Egito apresentaram registros de
exportacdo de graos secos de feijao-caupi. Nos registros da FAO, também estes
mesmos paises foram o0s Unicos que registraram importacdo de feijdo-caupi. 1sso
demonstra uma fragilidade das estatisticas internacionais relacionadas ao feijao-
caupi. Em outras situacdes, sdo apresentados de forma separada (WANDER, 2013;
FAO 2013).

Segundo o Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior
(MDIC), o Brasil ndo registrava exportacao de feijdo-caupi até 2011, apesar de ser um
importante produtor. Em 2012, no entanto, isso passou a mudar. A cultura despertou
o interesse de alguns produtores do Centro-Oeste, principalmente, no estado do Mato
Grosso, que passaram a cultivar este alimento em escala comercial, vislumbrando
oportunidades de exportacdo (WANDER, 2013; MDCI, 2013).

Em 2012, o Brasil exportou 30 toneladas de feijdo-caupi para a Bolivia, para
fins de semeadura naquele pais. Nao houve registros de exportacdo de feijdo-caupi
para semeadura nos demais anos analisados, assim mesmo também exportou, pela
primeira vez, um volume de 5.644 toneladas de feijao-caupi para consumo humano,
alcancando um valor médio de US$ 714/tonelada. Os principais destinos foram India
(75%) e Egito (24%) e o principal canal de saida foi o porto de Santos-Sdo Paulo
(WANDER, 2013).

A auséncia de separacédo das estatisticas de producao do feijdo-caupi e feijao-
comum, ainda é um empecilho as exportacdes brasileiras de feijdo-caupi, pois o
mundo desconhece que nosso pais produz esta cultura, ja que os 6rgaos oficiais nao
expdem os dados. No entanto, gracas aos esfor¢cos de alguns produtores e de
algumas empresas, o feijdo-caupi do Brasil iniciou as exportacdes, abrindo mais uma

alternativa de comercializagéo para o produtor.
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2 2.4 Manejo fitossanitario na cultura do feijao-caupi

O manejo fitossanitario, inclusive o controle quimico, adotado pelos produtores
de feijdo-caupi tem sido baseado na cultura do feijdo-comum, em funcado das pragas,
doencas e plantas daninhas serem semelhantes em ambos os cultivos. No Brasil, n&o
h& agrotoxicos registrados para uso na cultura do feijdo-caupi. Todavia, o controle
guimico de plantas daninhas no feijao-caupi tem apresentado problemas como severa
intoxicacao das plantas (FREITAS et al., 2009).

As plantas daninhas constituem um dos fatores que mais influencia o
crescimento, desenvolvimento e produtividade do feijdo-caupi. Essas plantas
competem por luz, nutrientes e agua reduzindo quantitativamente a producéo, além
de aumentar os custos operacionais de colheita, secagem e beneficiamento dos
graos. Quando néo controladas, as plantas daninhas podem reduzir o rendimento de
grdos em até 90%, além de promover o aumento da altura e acamamento de plantas.
O periodo critico de competicdo das plantas daninhas no feijdo-caupi pode ocorrer
entre 11 e 35 dias, apds sua emergéncia (FREITAS et al., 2009; EMBRAPA, 2005)

Entre os diversos métodos de controle de plantas daninhas destaca-se o
controle quimico, através do uso de herbicidas, que na cultura do feijdo-caupi é
limitado devido & escassez de trabalhos envolvendo o uso de herbicidas nesta cultura
e da falta de agrotéxicos registrados junto ao MAPA, o que impede a recomendacao
e 0 uso de tais produtos no campo (SILVA, ALBERTINO; 2009).

O uso de herbicidas no controle de plantas daninhas apresenta inUmeras
vantagens, como menor dependéncia da mao-de-obra, cada vez mais cara e escassa
na quantidade e qualidade necessarias, eficiéncia mesmo em épocas chuvosas,
melhor controle de plantas daninhas na linha de plantio sem afetar o sistema radicular
das culturas, além de permitir o cultivo minimo ou plantio direto das culturas e ser
eficiente no controle de plantas daninhas de propagacao vegetativa (SILVA, VIVIAN,
OLIVEIRA; 2007).

O produtor deve levar em conta que esse método de controle de plantas
daninhas € um complemento de outras praticas de manejo e deve ser utilizado com
um intuito maior do que de eliminar as necessidades dos métodos de controle manual

ou mecanico das plantas daninhas. (AGEITEC, 2011).
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2.3 Herbicidas

Os herbicidas podem ser definidos como produtos quimicos utilizados para

matar plantas daninhas ou interromper o crescimento normal destas plantas.

Os herbicidas fornecem uma maneira conveniente, econdémica e eficaz para
ajudar a controlar as ervas daninhas, mas também podem n&do ser uma necessidade
em algumas lavouras. Porém sem o uso de controle quimico, os métodos de controle
mecanico e culturais tornam-se muito mais importante. Muitos fatores determinam
quando, onde e como um herbicida especifico pode ser usado de forma mais eficaz.
Compreender alguns desses fatores permite usar herbicidas para a sua vantagem
méaxima (PENN STATE, 2013; WSSA, 2011).

No Brasil, 0 aumento crescente da utilizacdo de agrotoxicos, principalmente
dos herbicidas, se d& principalmente em razao da expansao da fronteira agricola e do

aumento de terras onde é praticado o plantio direto.

De acordo com os dados declarados pelas empresas registradas no Sistema
de Relatérios Semestrais de Comercializacdo de Agrotoxicos do I|bama, o0s
ingredientes ativos com acdo herbicida lideram a lista dos agrotoxicos mais
comercializados, cuja quantidade total comercializada, em 2009, superou 127 mil
toneladas. Essa quantidade de herbicidas engloba 90 ingredientes ativos, distribuidos
entre 445 marcas comerciais (Figura 3) (IBAMA, 2009).
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Figura 3 - Distribuicdo das marcas comerciais de herbicidas por classe ambiental:
Classe | — Produto Altamente Perigoso, Classe Il — Produto Muito Perigoso, Classe Il
—Produto Perigoso e Classe IV — Produto Pouco Perigoso, (IBAMA, 2009),

2.3.1 Classificacdo dos herbicidas

Herbicidas podem ser classificados de diversas maneiras, inclusive por
espectro de controle de ervas daninhas, uso rotulado de culturas, familias quimicas,

modo de acdo, a época de aplicacdo-método, e outros.

2.3.1.1 Em relacado ao espectro de acao

Essa classificacéo refere-se ao grupo de plantas que o herbicida controla.
Quando foram desenvolvidos os primeiros herbicidas organicos de acdo seletiva,
esses produtos passaram a ser denominados de graminicidas e latifolicidas. Além
desses produtos, existem aqueles herbicidas que n&do sao seletivos, sendo
denominados de herbicidas de amplo espectro (ou de acéo total). Esses produtos s&o
assim caracterizados (CARVALHO, 2013):
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Graminicidas — herbicidas que controlam, predominantemente,
plantas de folhas estreitas (monocotiledéneas), tendo acédo sobre
algumas folhas largas (eudicotiledoneas). Sdo exemplos os herbicidas
trifluralina, pendimetalina, orizalina, butilato, DCPA, entre outros;
Graminicidas exclusivos — herbicidas que controlam exclusivamente
(monocotiledbneas), sendo, portanto, seletivos (eudicotileddneas). Sao
exemplos os herbicidas fenoxaprope-p-etilico, setoxidim, aloxidim-
sédio, dalapom, asulam, entre outros;

Latifolicidas — herbicidas que controlam, predominantemente
(eudicotiledbneas), tendo acdo sobre algumas (monocotiledéneas).
Sao exemplos os herbicidas atrazina, diurom, simazina, linurom,
bromacila , entre outros;

Latifolicidas exclusivos — herbicidas que controlam exclusivamente
(eudicotiledéneas), sendo, portanto, seletivos para folhas estreitas
(monocotiledéneas). Sado exemplos os herbicidas bentazona, lactofem,
fomesafem , metribuzim , cianazina, entre outros;

De amplo espectro — herbicidas que controlam, indistintamente,
plantas daninhas. Sdo exemplos os herbicidas glifosato, glufosinato-
amonio paraquate, diquate, alacloro, hexazinona, ametrina,

oxifluorfem , tebutiurom , terbacil, entre outros.

2.3.1.2 Em relacao a seletividade

seletividade entende-se a incapacidade do herbicida controlar

determinada planta daninha, ou seja, por algum motivo, normalmente metabdlico, a

planta € capaz de metabolizar o produto, reduzindo o potencial toxico ou mesmo

inativando o produto. Quanto a seletividade, os herbicidas podem ser divididos em
(CARVALHO, 2013; IBAMA 2009):

Seletivos — que controlam as plantas daninhas e ndo causam efeitos
deletérios drasticos a determinada cultura agricola que esteja sendo

cultivada. S&o herbicidas seletivos: 2,4-D para cana-de-aclcar,
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atrazina e nicossulfurom para milho, fomesafem para feijao,
imazetapir para soja etc.

e Na&o-seletivos — que além de controlar as plantas daninhas podem
causar efeitos deletérios drasticos, podendo causar a morte da cultura
agricola que esta sendo cultivada. S&o herbicidas nédo seletivos:

gilfosfato, paraquate, glufosinato-aménio, entre outros.
E importante ressaltar que a seletividade pode ser dividida em trés tipos:

a) Seletividade genuina (fisiologica ou bioldgica) —aquela em que a planta
€ capaz de metabolizar o herbicida a substancias pouco toxicos ou ndo toxicos,
permitindo toler&ncia a exposicdo ao produto em determinadas condicdes.

b) Seletividade adquirida (transgenia) — modificacdo genética nas culturas
através da introducédo de genes que conferem sua tolerancia a determinado herbicida.
Séao exemplos: o glifosato para soja; o glufosinate-ammonium e o glifosato para milho;
o glufosinate-ammonium e o glifosato para algodéao. Ja esta liberada pelo MAPA, mas
ainda ndo esta sendo comercializada, a soja tolerante a herbicidas do grupo das

imidazolinonas;

c) Seletividade topondmica (de posicdo) — embora seja a seletividade
relacionada a pratica agronbmica de manejar a aplicacdo de um produto
essencialmente toxico (ndo-seletivo) no tempo e no espaco, considera-se seletividade
topondmica aquela em que o herbicida ndo entra em contato com a cultura, apenas
com as sementes das plantas daninhas, ou as proprias plantas daninhas. Nesse caso,
o herbicida é aplicado apds o plantio da cultura, diretamente sobre o solo ou sobre as
plantas daninhas em aplicag&o dirigida, ficando retido nas camadas superficiais do
solo, onde esta a maioria das sementes das plantas daninhas; sendo que, as
sementes da cultura ficam abaixo do perfil de acdo do produto. Exemplos s&o: o
pendimetalina em milho, diurom em algodao, entre outros. A seletividade, ndo se
pode esquecer, é guase sempre relativa, pois depende do estagio de desenvolvimento
das plantas, das condi¢cdes climaticas, do tipo de solo, da dose aplicada, do uso

correto da tecnologia de aplicacao, entre outras coisas.
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2.3.1.3 Em relacédo a época de aplicacao

Normalmente, o que se houve a respeito de época de aplicacdo de herbicidas
€ em pré e pos-emergéncia. Porém, tecnicamente, deve ser separado mais
detalhadamente, pois existem diferentes situacdes para pré-emergéncia e pos-
emergéncia, além do manejo antes do plantio. Dessa maneira, € importante dividir os
herbicidas sob dois momentos de aplicagdo em relacéo a cultura (pré-plantio e pos-
plantio) e quatro momentos de aplicacdo em relagéo a cultura e as plantas daninhas
(pré-emergéncia e pos-emergéncia da cultura e pré-emergéncia e pos-emergéncia
das plantas daninhas). Além disso, dependendo da tecnologia utilizada (no caso da
transgenia), pode-se utilizar a pds-emergéncia em area total ou, ainda, em pés-dirigida

para culturas nao tolerantes.

Em funcéo do exposto, procura-se dividir os produtos, em relagcdo as condi¢des
agrondmicas para aplicacédo, em herbicidas de (CARVALHO, 2013):

e Pré-plantio (PP) - s&o herbicidas usados na dessecacdo de
comunidades infestantes ou coberturas vegetais antes do plantio da
cultura principal. Assim, devem ser aplicados ap0s a emergéncia das
plantas daninhas, sendo também classificados como pés-emergentes.
Portanto, sao herbicidas aplicados em pré-plantio da cultura e poés-
emergéncia das plantas daninhas, geralmente. S&o exemplos os
herbicidas glifosato, paraquate, diquate e glufosinato-aménio;

e Pré-plantio incorporado (PPI) — sdo herbicidas aplicados ao solo que
necessitam ser incorporados logo apés a aplicacdo, porém em desuso
devido as dificuldades de manejo e substituicdo por novos produtos que
dispensam a incorporacao no solo.

Assim, devem ser aplicados antes da emergéncia das plantas daninhas,
sendo também classificados como pré-emergentes.

Portanto, sdo herbicidas aplicados em pré-plantio da cultura e pré-
emergéncia das plantas daninhas. Normalmente, séo produtos volateis
e fotodecomponiveis, por isso necessitam de incorporacdo. Sao
exemplos os herbicidas trifluralina, pendimetalina, molinato , butilato,

pebulato, vernolato, entre outros;
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e Pré-emergéncia (PRE) — séo herbicidas aplicados ao solo antes da
emergéncia das plantas daninhas, mas ap0s o plantio da cultura.
Portanto, sado herbicidas aplicados em pdés-plantio da cultura e pré-
emergéncia das plantas daninhas. Esses produtos requerem bom
preparo do solo e médio-bom teor de umidade no solo. Sdo exemplos 0s
herbicidas atrazina , diurom , metribuzim , alacloro, acetocloro , linurom,
bromacila , entre outros;

e Pds-emergéncia (POS) — séo herbicidas aplicados apds a emergéncia
das plantas daninhas e ap6s o plantio da cultura. Portanto, sao
herbicidas aplicados em pdés-plantio da cultura e pds-emergéncia de
plantas daninhas. S&o divididos em:

1) Pés-emergéncia em éarea total — sdo herbicidas seletivos a cultura
(seletividade genuina ou adquirida) que podem ser aplicados sem
protecdo na barra. Sdo exemplos os herbicidas glifosato e glufosinato-
amonio (em culturas transgénicas) e os herbicidas aloxidim-sodio,
clopropoxidim, setoxidim, fenoxaprope-p-etilico, propanil, asulam,
bentazona, entre outros (em culturas tolerantes);

2) Pos-emergéncia dirigida — sdo herbicidas nado-seletivos para a
cultura que devem ser aplicados na entrelinha, normalmente, com
protecdo na barra. Sdo exemplos os herbicidas glifosato, paraquate,
diquate, dicamba, dalapom, entre outros.

e PRE ou POS - séo herbicidas que podem ser aplicados tanto em pré
emergéncia quanto em pos-emergéncia devido a suas propriedades
fisico-quimicas. S&o exemplos os herbicidas ametrina, diurom
hexazinona, oxadiazona , dinozeb, bifenox, clorambem , entre outros.
Deve-se ressaltar que a seletividade para a cultura é que definird o

momento critico para aplicacao.

2.3.1.4. Em relacédo atranslocacédo na planta

Podem ser divididos em (EMBRAPA, 2008; HRAC, 2013):
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e ToOpicos (ou de contato) — sé@o herbicidas que, apos serem absorvidos,
agem proximo ao local de contato com a planta devido a falta de
mobilizacdo ou a mobilizacdo extremamente baixa dentro da planta;

e Sistémicos — sdo herbicidas que, apos serem absorvidos, apresentam
capacidade de translocacao através da planta, até atingir seu local de

acdo, agindo proximo ou longe do local de contato com a planta.

2.3.1.5. Em relacdo ao mecanismo de acao

Diversas séo as classificacbes de herbicidas com base no mecanismo de
acdo. Mas antes de listar os mecanismos de acdo dos herbicidas, é importante fazer
a distincdo entre modo de acdo e mecanismo de acédo (IBAMA, 2009; CARVALHO,
2013; EMBRAPA, 2008; HRAC, 2013).

Modo de ac¢ao — conjunto de eventos metabdlicos que resultam na expressao
final do herbicida sobre as plantas, incluindo os sintomas visiveis. Portanto, o modo
de acédo representa todo o comportamento do herbicida desde seu contato com a

planta até a expresséo final do seu efeito tdxico;

Mecanismo de a¢éo — primeiro evento metabdlico (sitio de a¢éo) das plantas
onde o herbicida atua. Assim, o mecanismo de acdo esta inserido no modo de acao

do herbicida.
O mecanismo de acao pode ser dividido em dois grupos:

e Enzimatico — quando a acdo do herbicida ocorre sobre alguma enzima
do metabolismo da planta;

e Nao-enzimatico — quando a acdo do herbicida ocorre sobre algum
evento metabdlico da planta sem ocorrer a ligacdo com uma enzima

especifica.

No Brasil os herbicidas registrados segundo seu mecanismo de acao séo

classificados em:

e Inibidores da ACCase — atuam inibindo a acdo da enzima acetil

coenzima A carboxilase (ACCase);
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Inibidores da ALS ou AHAS - atuam inibindo a acdo da enzima
acetolactato sintase (ALS) que também pode receber o nome de
acetohidroxi acido sintase (AHAS), dependendo da reacao que inibe;
Inibidores do FSII — atuam inibindo o transporte de elétrons no
fotossistema Il (n&o-enzimatico);

Inibidores do FSI — atuam inibindo o transporte de elétrons no
fotossistema | (n&o-enzimatico);

Inibidores da PROTOX (ou PPO) — atuam inibindo a agéo da enzima
protoporfirinogénio oxidase (PROTOX ou PPO);

Inibidores da biossintese de carotenoides — atuam inibindo duas
enzimas, uma conhecida (4-HPPD) e outra ainda desconhecida, sendo,
assim, subdivididos em dois grupos:

1) Inibidores da HPPD - atuam inibindo a acdo da enzima 4-
hidroxifenil-piruvato dioxigenase (4-HPPD);

2) Inibidores da sintese de carotenoides com agdo em enzima
desconhecida — acdo semelhante aos herbicidas inibidores HPPD;
Inibidores da EPSPs — atuam inibindo a acéo da enzima 5-enolpiruvil
chiguimato-3-fosfato sintase (EPSPSs);

Inibidores da GS - atuam inibindo a acdo da enzima glutamina
sintetase (GS);

Inibidores da divis&o celular — atuam inibindo a diviséo celular (ndo-
enziméaticos), sendo divididos em dois grupos:

1) Inibidores do arranjo de microtubulos — atuam inibindo a
formacéao das fibras dos microttbulos, impedindo a movimentacéao dos
cromossomos e causando, assim, a interrupcdo da divisao celular na
profase;

2) Inibidores da biossintese de acidos graxos de cadeira muito
longa — 0 mecanismo exato de acdo ainda ndo € conhecido, mas se
sabe que afetam a sintese proteica, inibindo, assim, a divisédo celular;
Inibidores da biossintese de lipideos (ndo-ACCase) — atuam
inibindo a sintese de lipideos, proteinas, isoprenoides e flavonoides,

mas 0 mecanismo exato de acdo ndo é conhecido;
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Mimetizadores de auxinas (ou auxinas sintéticas) — apresentam
acao semelhante a auxina (ndo-enzimatico), porém potencializada,
induzindo mudancas metabdlicas e bioquimicas no metabolismo de
acidos nucleicos e na plasticidade da parede celular;

Mecanismo desconhecido — o MSMA é um herbicida cujo mecanismo

de acao ainda nao foi descrito.

2.3.1.6. Em relacao ao carater idnico

Dependendo do caréter idnico, os herbicidas podem ser (CARVALHO, 2013):

lonizdveis — apresentam cargas dependentes de pH. Herbicidas
ionizaveis podem ser:

1) Acidos — dissociam-se em um anion (HA"), liberando H*. S&o
exemplos de herbicidas acidos: glifosato, setoxidim, cletodim, diclofope
- metilico, chlorimuron-ethyl, nicossulfurom, metsulfurom - metilico,
imazapique, imazetapir, diclosulam, flumetsulam, glufosinato-amonio,
2,4-D, picloram, quincloraque , entre outros;

2) Basicos — dissociam-se em um cétion (HB*), liberando OH". Séo
exemplos de herbicidas béasicos: atrazina , ametrina e metribuzim ;
N&o-ionizaveis — ndo apresentam cargas dependes de pH. Herbicidas
nao-ionizaveis podem ser:

1) Nao-ibnicos — ndo apresentam carga livres (apolares). Sé&o
exemplos de herbicidas nao-idnicos: diurom , linurom, tebutiurom ,
clomazona, alacloro etolacloro , molinato , tiobencarbe , entre outros;
2) Catibnicos — apresentam cargas positivas. Sdo exemplos de

herbicidas catibnicos: paraquate e diquate.
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2.3.1.7 Classificagao quanto ao potencial de periculosidade ambiental

A avaliagéo do potencial de periculosidade ambiental, conduzida pelo Ibama,
se baseia nas caracteristicas do produto como as propriedades fisico-quimicas e sua
toxicidade para os variados organismos encontrados na natureza; o quanto o produto
se acumula em tecidos vivos; se persiste por muito tempo no ambiente; e se consegue
se deslocar (solo, ar ou 4gua). Ainda sé@o analisados os perigos de causar mutacoes,
cancer, mas-formagbes em fetos ou embribes, e se podem colocar em risco a

reproducao de aves e de mamiferos.

Para efeito de classificacado quanto ao potencial de periculosidade ambiental de
um agrotoxico, seus componentes e afins, sdo atribuidas 19 caracteristicas
individuais, entre as citadas, que resultardo na classificacdo final do produto,

obedecendo a seguinte graduacgao (IBAMA, 2009):

Classe | — Produto Altamente Perigoso
Classe Il — Produto Muito Perigoso
Classe Ill — Produto Perigoso

Classe IV — Produto Pouco Perigoso

Dessa forma, todos os agrotoxicos registrados no Pais dispdem de uma dessas
quatro classificacbes que tém a principal funcdo de prevenir e/ou proteger o meio
ambiente de possiveis danos causados por agentes quimicos. Quanto menor a classe,
maior serd o perigo de dano ambiental da sua utilizacdo. A classificacdo ambiental &

informada na coluna central do rétulo e na bula dos agrotéxicos.



2.4 Diquate e paraquate

2.4.1 Aspectos gerais

As principais caracteristicas destes agrotoxicos também conhecidos como
bipiridilos estdo resumidas na Tabela 2 (AGROFIT, 2003; KOLBERG et al., 2012,
MELO, 2010; MENK, 2007; EPA, 1997; CENTRO DE INFORMACAO DO

PARAQUAT, 2012; ANVISA, 2011).

Tabela 2 - Caracteristicas gerais do diquate e paraquate

Caracteristicas

Diquate

Paraquate

Ingrediente

ativo ou nome

Dibrometo de diquate

Dicloreto de paraquate

_+N N+_

Diquat

comum

N° CAS 85-00-7 1910-42-5

Férmula C12H12Bra2N2 C12H14CI2N2

+ / TN\ +
H.C—N N—CH

N 7/ \ 3

Formula Paraquat

estrutural / \ / \

Identificacédo do
ingrediente

ativo

formulacdes comerciais séo liquidos de cor marrom.

ser hidrolisados em solucdes fortemente alcalinas.

S&o solidos cristalinos, incolores, higroscopicos e em suas

Em formulag¢des aquosas ndo sdo explosivos e nem inflamaveis,

sdo estaveis em meio levemente acido ou neutro, mas podem
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Densidade
(g L) (20°C)

1200

1240-1260

Ponto fusao
(°C)

300 com decomposicao

~300 com decomposicéo

Solubilidade
(g L1 (25°C)

Estes herbicidas, por serem sais de amonio quaternario tém
elevada polaridade, sendo altamente solGveis em agua (620 -

700), ligeiramente solUveis em metanol e praticamente insoltvel

em solventes organicos

pH de
formulaces 6,0-7,0 6,5-7,5
liquidas
Volatilidade Nao volatil
Grupo quimico Bipiridilio
Classe Herbicida
Classificacao
toxicologica Classe Il Classe |
Aplicacdo em pos-emergéncia
das plantas infestantes nas
culturas de abacate, abacaxi,
Aplicacao em pés-emergéncia | algodao, arroz, aspargo,
das plantas infestantes nas banana, batata, beterraba,
culturas de beterraba, café, cacau, café, cana-de acucar,
cebola, citros, feijao e cha, citros, coco, couve, feijao,
Uso agricola

péssego.
Aplicacdo como dessecante
das culturas de arroz, batata,

feijdo e soja.

maca, milho, pastagens, péra,
péssego, seringueira, soja,
sorgo, trigo e uva.

Aplicacdo como dessecante da
cultura de algodao, arroz,

batata, cana-de-acucar, milho,

soja e sorgo.
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2.4.2 Mecanismo de acao

O mecanismo de acdo do diquate e do paraquate se da por inibicdo do
fotossistema | (conjunto de pigmentos da planta onde h& absorcdo de luz para
producdo de pigmentos fotossintéticos, clorofila a, clorofila b e carotendides). As
moléculas dos bipiridilos desviam elétrons dos centros de ferro-enxofre do
fotossistema | do cloroplasto e sé&o reduzidas. O bipiridilo reduzido reage com o
oxigénio, formando superéxido (O2), que, por sua vez, gera peroxido de hidrogénio
(H202) e este ataca as membranas celulares da planta, levando a sua desidratacao
completa, causando degradacdo das membranas, ocasionando vazamento do suco
celular e morte do tecido (Figura 4) (CENTRO DE INFORMACAO DO PARAQUATE,
2012).

Desintegragao da
membrana celular
& tecidos

P oo

Superéxidos Radicals

4
luz & 3
fotossistema | 4 Radicais livres

Figura 4 - Mecanismo de acéo do diquate e paraquate (Centro de Informacdes sobre

paraquate)
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2.4.3 Caracteristicas toxicologicas

A toxicidade em mamiferos, do diquate e paraquate decorre do seu mecanismo
bioquimico o qual ainda néo é totalmente esclarecido. Supde-se que os danos nos
tecidos devem-se ao aumento de formacao de radicais livres e de espécies reativas
de oxigénio (EROs), tais como: radical superdxido (O2), perdxido de hidrogénio (H202)
e radical hidroxila (OH"). Esses radicais e as EROs sao instaveis, causam danos as
membranas, as proteinas e ao DNA, levando a faléncia dos sistemas antioxidantes,
como superoxidismutase, catalase e vitaminas C e E3 (MENK, 2007; CENTRO DE
INFORMACAO DO PARAQUAT, 2012).

Independente da via de exposicao, os pulmdes sao os 0rgaos que apresentam

as mais seérias alteracfes patologicas causadas pelos efeitos téxicos do paraquate.

O diquate produz efeitos toxicos similares aos observados para o paraquate,
exceto pelos danos pulmonares e pela fibrose progressiva, presentes somente neste
altimo. Até o presente, o principal antidoto ou tratamento eficiente para amenizar o0s
efeitos toxicos destes herbicidas é a Terra de Fuller (MELO, 2010; ANVISA, 2011).

A dose letal média (DLso) oral, do paraquate em animais varia de 22 a 262 mg
kg, de acordo com a espécie. Em humanos, ndo existe consenso, mas sabe-se que
a ingestdo de 10 a 15 mL de uma solugcdo a 20%, concentracdo na qual o produto
normalmente é comercializado, seria suficiente para provocar intoxicacdes fatais,
embora existam relatos de fatalidades provocadas pela ingestdo de apenas 1 mL
dessa solucédo (MENK, 2007).

Nas ultimas décadas, o paraquate foi um agente bastante popular para o
suicidio, mas, atualmente ha declinio do envenenamento intencional. Paraquate e
diquate sdo herbicidas altamente toxicos e o tratamento dos pacientes intoxicados
requer muita habilidade e conhecimento dos procedimentos apropriados de
tratamento (CENTRO DE INFORMAQAO DO PARAQUATE, 2012; ANVISA, 2011).
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2.4.4 Regulamentagao

O paraquate foi proibido, tem seu uso restrito, ou utilizacdo ndo autorizada, em
32 paises (incluindo os paises da Unido Europeia), principalmente por seu potencial

significativo para intoxicacdes acidental e intencional.

Mas h& uma forte resisténcia da industria de incluir paraquate na Convencao
de Roterda sobre Consentimento Prévio Informado (PIC) e permanece fora da lista
PIC. Muitas organizagdes internacionais, como a Rainforest Alliance, Fairtrade, Forest
Stewardship Council, e os gigantes alimentares como Dole voluntariamente proibiram

paraquate em seus sistemas de producao (CDC, 2013).

Diquate e paraquate podem ser aplicados em culturas como pds-emergentes,
com o limite maximo de residuo (LMR) segundo a EU, para diquate variando de 0,2 a
0,5 mg kg,dependo do cultivo e, para o paraquate, 0,02 mg kg, com intervalos de
seguranca que variam de 1 a 16 dias para o diquate e de 1 a 7 dias para o paraquate.
A ingestdo diaria aceitavel (IDA) é de 0,002 mg kg para diquate e 0,004 mg kg para
paraquate (KOLBERG, 2012). O nivel maximo que o Environmental Protection Agency

(EPA) estabelece para o paraqguate em alimentos é 0,2 mg kg™.

Para proteger a saude da populacdo dos riscos associados ao uso destes
produtos nas culturas agricolas nacionais, a ANVISA, trabalha na reavaliagdo de
substéancias ativas utilizadas em agrotoxicos no Brasil. Até hoje, a Agéncia ja proibiu
0 uso de quatro ingredientes ativos e restringiu severamente o uso de outros 19,
utilizados na fabricacdo de mais de 300 agrotoxicos no pais incluindo o paraquate. Os
valores de LMR permitidos pela ANVISA para diquate é de 0,5 mg kg! e para o
paraquate 0,05 mg kg (ANVISA, 2003)

O diquate, atualmente é o Unico herbicida registrado no Brasil para a
dessecacdo da cultura do feijao comum, devendo ser observado o intervalo de
seguranca para a posterior colheita e comercializacdo do produto (PORTARIA N°
01768502, MAPA, 2011).
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2.5 Determinacéo de residuos de agrotdxicos nos alimentos

A determinacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos compreendem,
basicamente, quatro etapas: a primeira etapa consiste na amostragem, que deve ser
representativa de um todo. A segunda é o preparo da amostra, isto €, a extracdo do
analito da matriz, remocéao de interferentes (clean-up) e concentracdo, evitando,
principalmente, a contaminagéo da coluna cromatogréafica. A terceira etapa trata da
separacdo e deteccao dos analitos mediante técnicas cromatograficas tradicionais
para a sua determinacdo, como a liquida, a gasosa e por eletroforese capilar, e as
espectroscopicas como de massa, infravermelho e ultravioleta). A quarta e ultima
etapa é realizada o processamento dos dados (WIILOWSKA A; BIZIUK,M; 2011).

As concentracfes de residuos sdo expressas em miligramas da substancia
quimica por quilograma de cultura/alimentos/mercadoria (mg kg). As concentragées
sdo pequenas, sendo que 1 mg kg é o mesmo que 1 parte por milhdo (ppm).

2.5.1 Método Individual para determinacdo de agrotéxicos em alimentos

O método individual mais utilizado para analitos como diquate e paraquate € o
método QuPPe. Este método permite a analise simultinea de um numero de
agrotoxicos altamente polares ndo passiveis de analises por métodos comuns (por
exemplo, multiresiduos, tais como QUEChERS). O método envolve a extragcdo com
metanol acidificado, medicdo usando UPLC-MS/MS, e utilizacdo de padrdes internos
marcados isotopicamente para a quantificacdo exata. Varios métodos UPLC-MS/MS
(cada uma cobrindo um grupo diferente de agrotéxicos) sao fornecidos pelos
Laboratérios de Referéncia da Unido Européia, com a possibilidade de selecionar o

método preferido de acordo com 0 escopo de agrotdxicos que gostaria de cobrir.

O QuPPe, é um método dinamico e é atualizado periodicamente a medida que
mais agrotéxicos ou formas de separacéo vao sendo introduzidas. Existe uma versao
para os alimentos de origem vegetal e um para alimentos de origem animal

(atualmente com foco em leite e ovos).
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O método QuPPe consiste na extracdo dos agrotoxicos da porcéo (matriz) de
ensaio seguido de ajuste com 4gua e da adi¢cdo de metanol acidificado. A mistura é
centrifugada, filtrada e diretamente analisada por UPLC-MS/MS. Varias opc¢des para
a andlise UPLC-MS/MS simultanea de diferentes agrotéxicos sao fornecidas. A
quantificacdo €, na maior parte dos casos, realizada com a ajuda de um composto
quimico, analogo marcado isotopicamente (deuterados) que s&o usados como
padrdes internos. Estes padrdes internos deuterados sao adicionados as amostras da
curva analitica, amostras de controle de qualidade e amostras em estudo em
concentracdo conhecida e constante e s&o utilizados para corrigir variagdes
experimentais durante o preparo e analise das amostras, e seu uso é fortemente
recomendado (EURL-SRM, 2013).

Neste trabalho se avaliou modificacdes para o método QuPPe versdo 7,
atualmente (publicada em Novembro 2013) j4 existe a versdo 7.1 como sendo a ultima
versao. Nesta Ultima versdo ndo foi feita nenhuma modificacdo com respeito ao

método para diquate e paraquate.

2.6 Validacdo de métodos analiticos

2.6.1 Conceito de validacao

E a comprovacdo, através do fornecimento de evidéncia objetiva, de que os
requisitos para uma aplicacdo ou uso especifico pretendido foram atendidos
(INMETRO, 2011).

Para assegurar que um novo método analitico seja capaz de gerar informacdes
confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser submetido a uma série de
estudos experimentais denominados validagdo. A validacdo de um método é um
processo continuo que comeca no planejamento da estratégia analitica e continua ao

longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia (RIBANI et al., 2004).

A validacao é o processo realizado para demonstrar que o método é aceitavel
para o propésito pretendido. Devem ser consideradas as incertezas envolvidas no
processo analitico, incluindo aquelas relacionadas aos equipamentos, padrdes,

calibracbes, analistas e ambiente. O processo de validacdo exige do analista
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planejamento e conhecimento para obter resultados confiaveis e verificar sua validade
perante as exigéncias das analises. Assim, a validacdo deve ser bem definida e
fundamentada para atender as exigéncias das agéncias regulamentadoras.
Nacionalmente, destacam-se o0 Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO) e ANVISA, como agéncias regulamentadoras (NATSUE,
2004).

Internacionalmente, existem o6rgdos como a Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC), Organizacgao Internacional para Padronizacao (1SO), EPA,
Comité Europeu para Analise Quimica (EURACHEM) e International Conference on

Harmonisation (ICH).

E importante ressaltar que os guias fazem recomendacgdes vagas, tornando
flexivel, em alguns casos, a forma como serd realizado o procedimento de validacéo.
Nessas situacdes, 0 analista procede de acordo com suas possibilidades
experimentais e interesse, logicamente, sem deixar de se pautar pelos principios
gerais contidos nas recomendacgfes existentes. Ocorre também que para certas
aplicacdes ndo ha legislacdo, norma ou recomendagéo vigente, indicando o protocolo
de validacao a ser seguido para aquele método, e para determinada matriz ou analitos
(EPA, 2007; ANVISA, 2003; CASSIANO et al., 2009).

2.6.2 Parametros de validacao

Diferentes trabalhos na literatura e agéncias regulamentadoras descrevem o0s
parametros que devem ser avaliados na validacdo de um método analitico, havendo

uma concordancia quanto a avaliacdo destes.

Os parametros de validagdo devem estar claramente declarados no
procedimento documentado e incluir, quando aplicavel (INMETRO, 2011; SANCO,
2013):

» Seletividade
* Linearidade
» Faixa de trabalho e Faixa linear

* Limite de deteccéo



* Limite de quantificacao

» Tendéncia/recuperacao

51

* Precisao (repetibilidade, preciséo intermediaria e reprodutibilidade)

* Robustez

As similaridades e diferencas quanto aos parametros de validagdo da ANVISA,

INMETRO e ICH podem ser visualizadas na Tabela 3

Tabela 3 - Parametros de validacao das diferentes agéncias regulamentadoras.

- repetibilidade
- reprodutibilidade

- repetitividade
- reprodutibilidade

ICH* INMETRO** ANVISA***

Especificidade Especificidade Especificidade e seletividade
seletividade

Escala linear Faixa de trabalho e Intervalo da curva de
Faixa linear de trabalho calibracao

Linearidade Linearidade Linearidade

Limite de deteccdo Limite de deteccao Limite de deteccao

Limite de | Limite de quantificacéo Limite de quantificacao

guantificacéo
Sensibilidade

Exatidao Exatidao e tendéncia Exatidao

Precisao Precisao Precisao

- repetibilidade
- reprodutibilidade

-precisao - precisdo intermediaria -precisdo intermediaria
intermediaria
Robustez Robustez Robustez

Incerteza de medicao

Incerteza de medicao

Incerteza de medicao

* International Conference on Harmonization (ICH)
** |nstituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO)
*** Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)

2.6.2.1 Linearidade e curva analitica

A linearidade é a capacidade de um método analitico em demonstrar que o

sinal obtido é diretamente proporcional a massa de analito adicionado. Recomenda-
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se que a linearidade deva ser avaliada usando no minimo 5 a 6 concentracdes
diferentes. Esse parametro é avaliado pela construcdo de um grafico de resposta (y)
versus concentracao do analito (x), usando o método dos minimos quadrados para
obter uma funcdo y = ax+b. Onde a é o coeficiente angular ou inclinacdo da reta e b
é o coeficiente linear ou intercepto.

A faixa linear deve cobrir a faixa de aplicacdo para a qual o ensaio vai ser
usado. A concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre que possivel, se
encontrar no centro da faixa linear. A maior parte dos guias de regulamentacao
recomenda que 0s pontos das curvas sejam preparados em matriz, com o objetivo de
contabilizar os erros de preparo das amostras, dos padrdes e de injecao das solugbes
padrao e das amostras (INMETRO, 2011).

2.6.2.1.1 Padréao Interno (PI)

Padréo interno € definido como um composto quimico, analogo estrutural ou
marcado isotopicamente (deuterados), adicionado as solu¢des da curva analitica,
amostras de controle de qualidade e amostras em estudo, em concentracao
conhecida e constante. Utilizado para corrigir variacbes experimentais durante o
preparo e analise das amostras, o seu uso é fortemente recomendado (MAGABI,
2013).

Para analises com UPLC-MS/MS os padrfes internos tipo analogo estrutural
sdo de menor custo de aquisicdo, tem maior facilidade de obtencdo, mas tem a
probabilidade de apresentarem efeito matriz diferente do analito em estudo, e ndo ha

como garantir que tenha o0 mesmo comportamento do analito.

Por outro lado, os padrdes internos marcado isotopicamente (deuterados)
outorgam maior seguranca na analise e apresentam o mesmo efeito matriz do analito.
Este tipo de padrdo interno € o mais recomendado apesar de ter dificuldades de
importagcéo e custo mais elevado (MAGABI, 2013).

Os padrdes escolhidos para este estudo foram Dibrometo de diquate D4
(98,5%) e Diodeto de paraquate D6 (97,5%).
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2.6.2.2 Seletividade

A seletividade de um método esta relacionada a sua capacidade de diferenciar
a presenca de outras espécies interferentes na amostra, como substancias
endogenas, produtos de degradacao e impurezas, bem como outras substancias de
propriedades similares que podem estar presentes no meio. Um método analitico é
considerado seletivo quando este é capaz de produzir respostas para varios analitos,
distinguindo-as perfeitamente entre si INMETRO, 2011).

Na cromatografia liquida a seletividade pode ser alcancada através da
otimizacao das etapas de extracéo, separacao e deteccéo dos analitos. A seletividade
na etapa da analise cromatografica pode variar de acordo com o tipo de fase
estacionaria, composicao da fase mével e sistema de deteccao utilizado. Em relagéo
a etapa de extracdo, a seletividade do método é regida pelo tipo de técnica de extracédo
selecionada e por variaveis envolvidas como tipo de solventes, fase extratora e tempo
de extracao (P1ZZUTTI, 2006).

2.6.2.3 Limite de Deteccdao e de Quantificacao

Quando séao realizadas medidas em amostras com baixas concentracdes do
analito, como por exemplo, nas analises de tracos, é importante saber qual o menor

valor de concentracéo do analito que pode ser detectado e quantificado pelo método.

O Limite de Deteccéo (LOD) corresponde a menor quantidade de um analito
que pode ser detectada, porém nao necessariamente quantificada como um valor
exato. O Limite de Quantificacdo (LOQ) corresponde a menor quantidade de um
analito que pode ser quantificada com exatiddo e com uma finalidade determinada.
Ambos séo geralmente expressos em unidades de concentracdo (RIBANI et al., 2004;
SANCO, 2013).
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2.6.2.4 Exatidao

A exatidao define a proximidade entre o valor medido e o valor real aceito para
uma determinada amostra, sendo determinado pela medida em replicata de uma
amostra com concentracdo conhecida de um analito. Os valores de recuperacao
considerados adequados (exatiddo) sao estabelecidos em fungéo da concentragao
dos agrotoxicos analisados e de acordo com a area de pesquisa. Para analise
multiresiduos de agrotdxicos em diferentes matrizes, diversas fontes estabelecem
intervalos de recuperacdao variaveis, dependendo da concentracdo ensaiada conforme
Tabela 4 (SANCO, 2013)

Tabela 4 - Valores de recuperacao (%) em funcdo da concentracéo

Concentracéo do analito (%) | Valores de recuperacéo (%)
210 98 - 102
> 1 97 - 103
=>0,1 95 - 105
=0,01 90 - 107
>0,0010 - 2 0,00001 80 -110
> 0,000001 60 - 115
>0,0000001 40 - 120

Na indisponibilidade de material de referéncia certificado, a exatiddo pode ser
avaliada através dos ensaios de fortificacdo e recuperacdo geralmente expressa em
percentual, podendo esta ser calculada através da Equacao 1.

R%= C1 — C2 x 100 (1)

C3

Onde:

R% = Percentual de recuperacéo;

C1 = Concentracdo determinada na amostra fortificada;

C2 = Concentragdo determinada na amostra néo fortificada;

C3 = Concentracdo usada para fortificagéo.
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Sao aceitos intervalos de recuperacéo entre 70 e 120%, com precisao de até
20% para a maioria dos métodos analiticos (SANCO, 2013).

Outras fontes internacionais que realizam estudos com residuos de agrotoxicos
em alimentos como o United States Department of Agriculture (USDA) e European
Union (EU) sugerem aceitabilidade da performance analitica entre 50% e 150% entre
40% e 160%, respectivamente, quando os niveis de concentracdo analisados estao
em torno do limite de quantificacdo do método (LQ) e na mais baixa concentracdo de
calibracdo da curva analitica (LCL) (IMOTO, 2004).

2.6.2.5 Precisao

A precisdo é a avaliacdo da dispersdo de resultados obtidos em ensaios
independentes, repetidos para uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrées, em condicfes definidas. A precisdo deve ser avaliada de trés maneiras:
através da repetibilidade (precisdo intra-dia); precisao intermediaria (preciséo inter-
dias) e reprodutibilidade (precisao inter-laboratorial), sendo usualmente expressa
como desvio padrdo. A precisdo pode ser numericamente expressa em termos do

desvio padréo relativo (RSD). (Equacéo 2).

RSD% = s x 100 ()
xXm

Onde:
s = estimativa do desvio padréao absoluto;

xm = valor médio determinado.

Em determinacéo de residuos de agrotoxicos, para verificacdo da precisédo do
meétodo, isto é, o quanto uma medida esta dispersa em relacdo a meédia, 0s
coeficientes de variacdo (CV%) obtidos a partir dos valores referentes aos ensaios de
recuperacdo sdo considerados adequados quando iguais ou inferiores a 20%
(ROQUETE, 2013).
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2.6.3 Efeito matriz

7

Efeito matriz € um estudo de seletividade que objetiva averiguar possiveis
interferéncias causadas pelas substancias que compdem a matriz amostral gerando,
basicamente, fenbmenos de diminuicdo ou ampliacdo do sinal instrumental ou
resposta instrumental (MAPA, 2011).

O efeito matriz em LC-MS/MS € normalmente causado pela interferéncia dos
componentes da matriz que eluem no mesmo tempo de retencédo que o analito e por
isso, competem com o analito durante o processo de ionizagdo. O nimero de ions do
analito pode ser diminuido pela interacdo com os ions da matriz, o que é chamado de
ion suppression, ou aumentar (pela presenca dos ions da matriz), resultando num

efeito matriz negativo ou positivo, respectivamente (PIZZUTTI, 2006).

O mecanismo exato da supressao iénica é desconhecido, porém é causado
pela presenca de substancias ndo-volateis ou pela competicdo entre um analito e a
coeluicdo de um componente da matriz ndo monitorado. O efeito matriz também é
dependente da natureza quimica do analito, pois a eficiéncia de ioniza¢ao dos analitos
polares € mais influenciada pela presenca de coeluentes provenientes da matriz

guando comparada com analitos apolares (PRESTES et al., 2009).

O efeito matriz pode afetar fortemente a reprodutibilidade, linearidade e
precisdo do método analitico e promover uma quantificacdo errbnea das substancias
em questdo. Este efeito € bastante varidvel e depende da natureza da amostra e

devido a sua imprevisibilidade poder haver uma variacdo na resposta.

Apesar do mecanismo exato que rege o efeito matriz ser ainda desconhecido,
€ de comum consenso que 0s componentes coeluidos da matriz podem influenciar na
intensidade do sinal em uma possivel competicdo por cargas disponiveis ou pela

ocupacao da superficie da gota formada na interface. (TRUFELLI et al., 2011)
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido como parte de um projeto de cooperacgéo entre
o Centro de Pesquisa e Andlise de Residuos e Contaminantes (CEPARC), laboratério
do Departamento de Quimica da UFSM e a Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuaria (EMBRAPA), que forneceu as amostras para este estudo.

Para o desenvolvimento experimental deste trabalho foram avaliadas as
modificacdes do método QuPPe versdo 7, método do laboratério de Referéncia da
Unido Européia para desenvolvimento de métodos individuais para determinagéo de
residuos de agrotdxicos (EURL-SRM).

Apos a validacdo do método realizou-se 0 monitoramento de amostras de
feijdo-caupi provenientes de trés areas experimentais, instaladas em diferentes

estados brasilieros.

Tanto o desenvolvimento do método quanto sua aplicacdo para analise de
diquate e paraquate em feijao-caupi, foram realizadas empregando UPLC-MS/MS,
com ionizagao por ESI no modo positivo.

3.1 Instrumentagéo

» Cromatdégrafo a liquido, sistema UPLC-MS/MS (Waters, EUA) composto por:

¢ Amostrador automéatico, bomba quaternéria, forno para coluna e sistema de
desgaseificacao;

e Coluna cromatografica Obelisc™ R, 150 mm de comprimento, 2,1 mm de
diametro interno e 5 mm de tamanho de patrticula (Sielc, EUA). Esta coluna
tem grupos catidnicos perto da superficie da silica a partir de grupos
anibnicos separados por uma cadeia hidrofébica. Tem carater de fase
reversa e, portanto ndo pode ser utilizada no modo de HILIC (OLSEN,
2013).
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» Detector MS Triplo Quadrupolo, Xevo TQ-S (Waters Micromass, Inglaterra)
com fonte API, utilizando o modo de ionizagédo por electronebulizacdo com
interface (Z-spray), operando no modo positivo;

» Sistema de aquisicdo de dados através do software MassLynx e Targetlynx 4.1
(Waters Micromass, Inglaterra);

» Sistema de purificacdo de agua Milli-Q® - resistividade 18,2 MWcm (MilliPore,

EUA);

Balanca analitica de precisdo, com 4 casas decimais (Sartorius, Alemanha);

Balanca analitica de precisédo, com 2 casas decimais (Sartorius, Alemanha);

Pipetador Handy Step (Brand, Alemanha);

Homogeneizador Polytron PT 3100 (Polytron, Suica);

Centrifuga Thermo Scientific Modelo Heraeus Megafuge 16 R

Moinho IKA-Universalmihle M20

YV V V VYV V V¥V

3.2 Gases

» Argbnio 99,999% de pureza (Air Products, Brasil) (gas de colisdo do UPLC-
MS/MS);

» Nitrogénio 99,999% de pureza (Air Products, Brasil) (gas de desolvatacdo do
UPLC-MS/MS)

3.3 Materiais

Todos os materiais empregados para preparo e armazenamento das solucdes
analiticas e analises do diquate e paraquate foram de polipropileno (PP) devido a forte

interacdo destes agrotoxicos com o vidro.

» Tubos de polipropileno para centrifuga, com tampas rosqueadas, capacidade
de 50 mL (Nalgene, EUA);

» Tubos de teflon, capacidade de 250 mL;

» Frascos de polipropileno, capacidade de 20, 50 e 100 mL, com tampa

rosqueada e batoque de teflon (Vitlab, Alemanha);
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» Vials de polipropileno para amostrador automatico, com tampa em
PTFE/Silicone (Waters, EUA).
» Filtros para seringa de Polietersulfano (PES) 0,45 pum (Titan, EUA)

3.4 Solventes e reagentes

Metanol, grau residuo (Mallinckrodt, EUA);

Acetonitrila, grau residuo (J.T. Baker, EUA);

Acido férmico p.a. 88%, (J.T. Baker, EUA);

Formiato de amonio p.a. > 97.0% (Fluka Analytical, Alemanha)
Acido cloridrico p.a. 36,5-40,0% (Casa da Quimica, Brasil)

Padrbes de agrotoxicos: Dibrometo de Diquate (Ci2Hi12Br2N2) e Dicloreto de

V V.V V V VY

Paraquate (Ci2H14Cl2N2) com pureza de 98% e 97,5% (Dr. Ehrenstorfer,
Augsburg-Alemanha).

3.5 Preparo das solucdes analiticas

As solucBes analiticas estoques, dos analitos diquate e paraquate, assim como
dos padrdes deuterados (1000 mg L™* como cétion) foram preparadas a partir do
calculo para determinar a quantidade de cada padrdo a ser pesado, levando-se em

conta a pureza e a férmula molecular do agrotoxico na forma de sal.

De maneira individual cada substancia foi pesada diretamente dentro dos
frascos de polipropileno, com capacidade de 20 mL, e dissolvidos imediatamente com
metanol acidificado com 1% acido formico. Finalmente, foram homogeneizados por 5
minutos em banho de ultrassom. No caso da dissolugao do paraquate D6 utilizou-se

agua devido sua insolubilidade em solventes organicos.

Apos realizado o preparo das solucdes estoques individuais, prepararam-se 5
mL de uma mistura dos analitos diquate e paraquate a uma concentracao de 100 mg

L. A partir desta solugdo mistura diluiu-se novamente a concentragcdo de 10 mg L.
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Para a confecgéo das curvas analiticas e para os estudos de linearidade e de
efeito matriz, a solugdo 10 mg L™ foi diluida as concentracées de 0,1; 1 e 5mg L™, as
quais foram utilizadas para preparo das solucdes de trabalho em solvente orgéanico e
em extrato da matriz. Para isso, volumes conhecidos dessas solu¢cdes foram utilizados

para a confecc¢do das curvas analiticas, como descrito nas Tabelas 5 e 6.

Os padrdes deuterados, diquate D4 e paraquate D6, foram diluidos a partir de
suas solucbes estoque individuais para o preparo de uma solucdo mistura de
concentracdo de 40 mg L (P.l.1) a qual foi utilizada para a fortificacdo das amostras
nos estudos de recuperacdo. Visando utilizar os padrdoes deuterados nas curvas
analiticas em concentracao fixa, foi preparada uma solucao de concentracdo 2 mg L

1 a partir da solucdo mistura de 40 mg L1, a qual foi denominado de P.I.2 neste estudo.

Todas as solucdes analiticas foram armazenadas em congelador a -20 °C e,
antes do uso, retiradas com antecedéncia do congelador e deixadas em repouso até
atingirem temperatura ambiente. Posteriormente, foram colocadas em banho de

ultrassom por 5 minutos para completa homogeneizagéo.

Tabela 5 — Preparo da curva analitica a partir de solu¢des analiticas preparadas em
solvente organico.

Concentracdes das
solucdes 0,001 | 0,002 [0,0025| 0,005 | 0,01 | 0,05 | 0,1

(ug mL)

Extrato “branco” da
matriz (uL)

Agua e Metanol

acidificado 1:1 (v/v) (uL) 4700 | 4650 | 4625 | 4500 | 4250 | 4500 | 4250

-1 - -
Solugdes  |O:1HMgmL?| 50 | 100 | 125 | 250 | 500
analiticas n
de trabalho | T M9 Mk i i - - - 250 | 500
(L) SuygmL?t | - - - - ] ] ]
P.1.2 (2 ug mL™) 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250

Volume total (mL) 5 5 5 5 5 5 5
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Tabela 6 — Preparo da curva analitica a partir de solu¢des analiticas preparadas em
extrato de matriz.

Concentracdes das

solucdes 0,001 | 0,002 |0,0025| 0,005 | 0,01 | 0,05 | 0,1
(bg mLY)

Extrato “branco” da
matriz 4450 | 4400 | 4375 | 4250 | 3500 | 4250 | 3500
(ML)

Agua e Metanol

acidificado 1:1 (v/v) (uL) 250 250 250 250 250 250 250

Solugses |01HamLT| 50 | 100 | 125 | 250 | 500 | - :
analticas de [y pgmit |- : : : - | 250 | 500
(u0) P e S e B B
P.1.2 (2 ug mL?) 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
Volume (mL) 5 5 5 5 5 5 5

3.6 Otimizacao do preparo da amostra

As amostras do feijao-caupi foram moidas até sua completa trituracéo (para a
obtencao de po, textura fina).

Em seguida, para a obtencdo de uma amostra completamente homogénea,
preparou-se um slurry de feijdo-caupi e agua. Para isso o feijdo-caupi moido foi

homogeneizado com agua em Ultra-Turrax por aproximadamente 5 minutos.

Na otimizacgéo para preparo do slurry, prepararam-se amostras nas proporc¢oes
1:1; 1:1,5; 1:3; e 1:4 (feijdo-caupi/agua) para obter-se a propor¢cdo mais adequada.
Para a obtencdo das proporcdes de slurry pesou-se, com o auxilio de uma balanca
analitica, em 4 diferentes frascos de teflon, 5; 4; 2,5 e 2 g de feijdo moido. A cada um
dos frascos foi adicionado, em separado, respectivamente, 5; 6; 7,5 e 8 g de agua

ultra pura, e os mesmos foram levados para homogeneizagdo em Ultra-Turrax, por



62

aproximadamente 5 minutos. Fez-se a verificacdo visual da homogeneizacéo de slurry
e determinou-se a propor¢do mais adequada de feijdo-caupi/agua, tendo em vista o
fato de que amostras muito compactas oferecem dificuldade de manipulacdo, como

por exemplo, na pesagem.

Neste estudo, foram usadas amostras “branco” de feijao fornecidas pela

Embrapa, que ndo continham agrotoxicos.

3.7 Otimizacao do preparo do solvente extrator

Foram testadas diferentes proporcdes do solvente extrator MeOH/ HCI 0,5 mol
L, sendo estas: 1:1; 6:4; 7:3; 8:2; 9:1

Para o preparo do solvente metanol contendo &cido cloridrico 0,5 mol L1, nas
diferentes proporc¢des, inicialmente preparou-se a solucdo de HCI 0,5 mol L. Para
isto transferiu-se com o auxilio de um pipetador automatico, um determinado volume
de acido cloridrico concentrado para um baldo volumétrico com capacidade para 250
mL, jA contendo &agua, e completou-se o volume com &gua. Foi tampado e
homogeneizado por inversdo. Para o preparo da mistura entre metanol e solugéo de
HCI, determinados volumes de solucdo de HCI foram adicionados num frasco com
capacidade de 500 mL que ja continha metanol. Essa solucdo de metanol contendo
acido cloridrico 0,5 mol L%, nas proporc¢des testadas, foi utilizada para o procedimento

de extracdo do método QuPPe da EU versédo 7 modificado.

3.8 Otimizacao dos parametros de extracéo

3.8.1 Temperatura: Testou-se a influéncia da temperatura de 2 maneiras:

1) ApOs a adicdo do solvente extrator, levando-se diretamente o frasco
contendo amostra e solvente extrator para banho de agua a 80° C por 15
min.

2) Sem o banho de agua.
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Também testou-se, a influéncia da temperatura na centrifugacéo, levando-se a
amostra diretamente do banho de agua a 80° C para centrifugacdo, bem como

deixando-se esfriar completamente antes da centrifugacéo.

3.8.2 Filtracdo: Testou-se a influéncia da utilizacdo de uma etapa de filtracdo do
extrato final antes de injecdo no UPLC-MS/MS. Para isso o0 extrato obtido apds
centrifugacéo foi filtrado e injetado no sistema cromatogréafico e o resultado foi

comparado com 0 mesmo extrato injetado sem a passagem por filtro.

3.9 Anédlise dos solventes e reagentes

A analise dos solventes e reagentes tem por objetivo avaliar se 0s mesmos
estdo livre da contaminacdo por substéncias que possam interferir na analise

estudada, como por exemplo, os proprios agrotéxicos em estudo.

Para andlise dos solventes e reagentes misturaram-se 5 mL de agua ultra pura
e 7,5 mL do solvente extrator. Esta mistura foi submetida ao procedimento de extragao
e ao final foi levado para analise por UPLC-MS/MS.

3.10 Otimizacéao das condi¢cdes cromatograficas

As condi¢des instrumentais empregadas para UPLC-MS/MS foram:

» Parao UPLC:

e Volume de inje¢cdo de 10 pL, no modo full loop, realizado pelo amostrador
automatico;

e Temperatura do forno da coluna constante: 40 °C;

e Eluente A: Formiato de amoénio 20 mM em agua, ajustado a pH 3 com &cido
férmico;

e Eluente B: Acetonitrila;
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O programa foi iniciado em 20% eluente A e incrementando linearmente a 80%
em 5,2 min, mantendo-se constante durante 2,6 min e diminuindo linearmente
para 25% do eluente A. Esta condi¢cdo foi mantida constante por 1,5 min. A
coluna foi reequilibrada durante os 2,6 min da proporgéo 80% eluente A.
Vazéao da fase mével constante em 0,45 mL min-;

Tempo total de corrida de 9,3 minutos

Para o MS:

lonizag&o por APl com ESI no modo positivo;

Parametros da fonte de ionizacao: voltagem do capilar de 3,0 kV, temperatura
120 °C;

Temperatura do gas de desolvatacéo: 400 °C;

Vazbes de nitrogénio para desolvatacdo da amostra e para o cone da amostra,
respectivamente 500 e 150 L h;

Vazéao do géas de nebulizagdo 7,0 L h?;

Vazao do gas de colisdo (Ar), 0,15 mL min;

A energia de colisdo e a voltagem no cone de amostragem foram otimizadas
através da infusdo das solucdes analiticas diretamente no espectrémetro de
massas con solu¢do analitica na concentracdo de 0,2 mg L de cada agrotéxico
estudado . Duas transicbes MRM foram monitoradas para cada um dos
analitos, de acordo com os parametros presentes na Tabela 7, sendo uma
delas empregada para a quantificacdo do analito e a outra para a confirmacao
do mesmo. Para cada agrotoxico definiu-se uma razao (ion ratio) entre as areas

destas transicgoes.
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Tabela 7 — Agrotdxicos analisados por UPLC ESI MS/MS modo positivo, tempo de

retencdo e parametros MRM.

Transicoes
t fon Voltagem Quantificacao Confirmacéo
Agrotoxicos (an) Precurssor | 4o Cone Energia Energia
(m/z) (V) fon de fon de
Produto | Colisdo | produto | Colisdo
(eV) (eV)
168 25
Diquate 5,08 183,1 10 157 20
130 30
Paraquate | 4,81 186,1 10 1711 20 77,0 35
?F;qlu)ate D4 1512 | 1861 10 158 20 | 1861 | 30
190,1
Paraquate | 57 10 174 18 | 1921 | 35

3.11 Validagao do Método QuPPe versdo 7 modificado

Primeiramente, injetou-se o branco dos reagentes (procedimento de extracao

realizado sem a matriz e sem o0s analitos) e o branco da matriz (extracdo da matriz

sem conter os analitos).

3.11.1 Curva analitica e linearidade

A linearidade das curvas analiticas foi avaliada através da injecéo das solucdes

preparadas nas tabelas 5 e 6, tanto em solvente organico quanto em extrato branco

da matriz de feijéo nas concentracdes de 1; 2; 2,5; 5; 10; 50 e 100 ng mL™2.

As solucdes foram injetadas em ordem crescente de concentracdo do 1° ao 7°

ponto, onde as solu¢cdes em solvente organico e em extrato da matriz, de mesma
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concentracdo, foram injetadas sucessivamente a fim de evitar carryover na coluna

cromatografica. Este procedimento foi repetido 7 vezes.

A quantificacao foi realizada por padronizacao interna onde cada curva analitica
foi construida através da relagdo entre area da substancia / area do padréo interno e
a razédo de massa da substancia/massa do padrao interno. Os valores de razao de
area e razdo de massa foram usados para obter a equacédo de regresséao linear pelo

método dos minimos quadrados.

3.11.2 Avaliagéo do efeito matriz do feijdo-caupi

7

O efeito matriz é resultante da influéncia de componentes coextraidos da
matriz, que podem aumentar (efeito matriz positivo) ou diminuir (efeito matriz negativo)
o sinal dos analitos, quando comparada a resposta dos analitos em solvente organico
(FRENICH et al., 2009).

Para a avaliagcdo da existéncia do efeito matriz dos extratos de feijdo, nas
analises por LC, realizou-se a comparagcdo entre as areas obtidas das solucbes
analiticas em solvente organico e daquelas obtidas com solucbes analiticas
preparadas em extrato da matriz. O calculo foi efetuado aplicando-se a equacao 3.

Efeito matriz (%) = A1 — A2 x 100 (3)
A2

onde:

Al = Média das areas de cada agrotéxico da solucéo analitica, preparada em

matriz, numa dada concentracgao;

A2 = Média das &reas de cada agrotoxico da solucdo analitica, preparada em

solvente organico, numa dada concentracao.
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Assim, verifica-se se a matriz exerce efeito positivo ou negativo sobre o
resultado da analise (PI1ZZUTTI, 2009). Em andlises quantitativas a presenca de efeito
matriz pode levar a quantificacdes errbneas do analito, se as solu¢cdes analiticas forem
preparadas somente em solvente organico. Ha diversas maneiras de se
eliminar/compensar o efeito matriz, sendo que uma delas € pela utilizacdo das
solucdes analiticas preparadas no extrato da matriz (matrix-matched standards), com

a mesma composicao das amostras analisadas (REICHERT, 2012).

Segundo recomendacao de SANCO, resultados com efeito matriz entre +20%
e -20% sao considerados aceitaveis para andlises de contaminantes em alimentos a
nivel de tracos (SANCO, 2013).

3.11.3 Determinacéo da estimativa do LOD e LOQ, do instrumento e do método

A partir dos dados de linearidade da curva analitica de diquate e paraquate, se
procedeu a determinar a estimativa do limite de deteccao do instrumento (LODi) e do
método (LODm), e também do limite de quantificacdo do instrumento (LOQIi) e do
método (LOQm).

A partir das areas e do RSD (%), (n=7), de cada composto, presente nas sete
solucdes analiticas estudadas, aplicando-se a equacédo 4, obteve-se a estimativa do
LODi (ug L1).

LODi (ug L) =3xRSD x C (4)

onde:
RSD: Desvio padréo relativo das areas obtidas;

C: Concentracéo da solucao analitica.

Multiplicando-se o valor estimado do LODi pelo fator obtido para o método de
extracdo (o qual é obtido pela razdo entre a concentragdo da fortificacdo e a
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concentracdo dos agrotoxicos antes da injecdo, neste estudo o fator foi 3), obteve-se
a estimativa do LODm (ug kg?). A partir do LODi, aplicando-se a equagéo 5, obteve-
se o0 LOQ..

LOQi (ugLY) =10xRSDx C (5)

O valor do LOQi (ug L) também pode ser obtido multiplicando o valor do LODi por
3,33.

O LOQm estimado foi obtido multiplicando-se o LOQi pelo fator do método de
extracdo (fator 3). Porém, considera-se o valor verdadeiro do LOQm (em ug kg™),
como sendo a menor concentragdo que, ao ser fortificada na matriz, apresentar
recuperacoes entre 70 e 120%, com RSD menor ou igual a 20% (P1ZZUTTI, 2006).

3.11.4 Ensaios de fortificagcdo e recuperacao para a avaliagdo da exatidao e

precisao

Os ensaios de fortificacdo e recuperacdo tem por objetivo a avaliacdo da
exatiddo e da precisdo do método. A avaliacdo da exatiddo consiste no calculo da
concentracdo real medida, no final do procedimento, em comparacdo com a
concentracdo conhecida inicialmente, adicionada a matriz. Com o calculo dos valores
de RSD (%) pode-se obter informacdes acerca da repetitividade (precisédo) dos dados
obtidos.

O procedimento foi realizado 7 vezes (n=7), para cada concentracdo de
fortificacéo 10, 20 e 50 ug kg e também para a amostra “branco” do feijdo (sem conter
0S agrotoxicos em estudo), para a verificacdo da auséncia desses agrotdoxicos na
matriz. O extrato da matriz € chamado de “branco” da matriz e também foi utilizado

para o preparo das solu¢des analiticas.

Em tubos de centrifuga de tampa rosqueavel, com capacidade de 50 mL,
pesou-se 12,5 + 0,05 g de slurry (1:1,5), correspondendo a 5 g de feijao-caupi.

Efetuou-se a fortificacdo, em 3 concentracdes 10, 20 e 50 pg kg'' com auxilio de um
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pipetador automatico. Para fortificar na concentracdo de 10 ug kg, adicionou-se 500
uL da solugdo mistura de concentragdo 0,1 mg L. Para os niveis de 20 e 50 ug kg,
adicionou-se, 100 e 250 pL da solugdo mistura de concentragdo 1 mg L7,
respetivamente. Além da mistura dos analitos em diferentes concentracoes,

adicionou-se também 50 uL de P.I.1.

Apoés a fortificagdo das amostras, prosseguiu-se com a extracdo conforme

descrito em 3.14. As andlises foram realizadas por UPLC-MS/MS.

3.12 Extracéo pelo método QuPPe versdo 7 modificado

Neste estudo, objetivou-se a modificacdo do método original QuPPe versao 7,
tomando em consideracdo todos os testes realizados, para que este pudesse ser
utilizado na matriz em estudo, pois as matrizes estudas no método original ndo

incluiam o feijdo-caupi.

O objetivo foi desenvolver e otimizar um processo de extracdo que pudesse ser
realizado com simplicidade e que além disso, proporcione rendimentos de extracao
Otimos para a matriz em estudo, que fossem comparaveis aos obtidos pelo método
original para analisar diquate e paraquate, mas também para produzir um extrato que
pudesse ser introduzido de forma direta no UPLC-MS/MS, tal como descreve o

Método QuPPe versao 7 original.

No procedimento utilizado neste trabalho modificou-se o método original

QuPPe versao 7, como se relata no item 2.5.1.

Também se utilizou como solvente extrator metanol acidificado (acido cloridrico
0,5 mol L) na proporcdo 6:4 e ndo realizou-se filtracdo da aliquota obtida que foi
diretamente para vial de polipropileno. Os seguintes passos da extracdo foram como

segue:

Em tubos de polipropileno de 50 mL pesou-se 12,5 + 0,05 g de slurry (1:1,5),
correspondendo a 5 g de feijdo. As amostras, foram adicionados 10 mL de solvente
extrator (metanol/HCI 0,5 mol L?, 6:4) e 50 pL P..1 (40 mg L1). Agitou-se

manualmente de forma vigorosa durante 2 min. Em seguida, levou-se os tubos a
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banho de agua por 15 min a 80 °C, sendo agitados novamente por 2 min e depois
deixados resfriar a temperatura ambiente. Apés resfriamento, os tubos foram levados
a centrifuga por 5 minutos a 4000 rpm. Finalmente, foram pipetados 700 uL do
sobrenadante para vials com capacidade para 750 pyL. Os vials foram tampados e
levados ao UPLC-MS/MS para analise (Figura 5).

12,5 g siurry (1:1,5 feijao-caupi/agua)

Extrato “branco” da mamiz
Fortificagdes (10, 20 e 50 ugkg™") +50uLPIl
+50uLPI1
=7
10 mL MeOH/HC10,5 mol L™
(6:4)
Agitacdo manual vigorosa por 2 min

Banho de agua a 80°C durante 15 min

Agitagdo manual vigorosa par 2

Centrifugagio a 4000 rpm durante 15 min

Agitagio manual vigorosa per 2 min

Analise por UPLC-MS/MS

Figura 5 - Esquema do procedimento de extracdo, método QuPPe versdo 7

modificado.
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3.13 Anédlise de amostras de feijao-caupi por meio do método otimizado e

validado

O método otimizado e validado foi empregado na avaliacéo residual de diquate
e paraquate em amostras de graos de feijao-caupi, em cujo cultivo, as plantas foram
pulverizadas de acordo com a pratica usual de herbicidas dessecantes pré-colheita.
O Centro de Pesquisa e Andlise de Residuos e Contaminantes (CEPARC) participou
no projeto em conjunto com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(EMBRAPA).

As amostras foram estudadas conforme tratamentos com agrotoxicos
(paraquate e diquate) aplicados em duas épocas de pulverizacdo, conforme

demostrado na Tabela 08, em trés municipios representativos do cultivo no pais:

Tabela 8 — Agrotoxicos dessecantes aplicados em pré-colheita para teste no

cultivo do feijao-caupi.

Tratamento [_)ose, Dose Produto Cqmer(:lal Epoca de aplicacéo
(g i.a/ha) (L ou kg/ha)
Maturacéo plena (50 %
Dicloreto vagens secas)
de 300 15
paraquate Maturacao plena (75 %
vagens secas)
Maturacéo plena (50 %
Dibrometo vagens secas)
de diquate 300 1.5 ~
Maturacao plena (75 %
vagens secas)
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As amostras coletadas em campo foram divididas em 3 grupos de 5 amostras
cada, de acordo o local experimental, sendo a divisdo como segue:

Grupo 1

1 A5 — Amostras experimentais coletadas no municipio de Teresina-PI
1 — Amostra “branco”

2 - Paraquate aplicado com 50 % das vagens secas

3 - Paraquate aplicado com 75% das vagens secas

4 - Diquate aplicado com 50 % das vagens secas

5 - Diquate aplicado com 75 % das vagens secas

Grupo 2

6 A 10 — Amostras experimentais coletadas no municipio de Dourados-MS
6 — Amostra “branco”

7 -Paraquate aplicado com 50 % das vagens secas

8 - Paraquate aplicado com 75% das vagens secas

9 - Diquate aplicado com 50 % das vagens secas

10 - Diquate aplicado com 75 % das vagens secas

Grupo 3

11 A 15 — Amostras experimentais coletadas no municipio de Sinop-MT
11 — Amostra “branco”

12 -Paraquate aplicado com 50 % das vagens secas

13 - Paraquate aplicado com 75% das vagens secas

14 - Diquate aplicado com 50 % das vagens secas

15 - Diquate aplicado com 75 % das vagens secas
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A coleta dos graos ocorreu de acordo com a recomendacdo de bula dos
herbicidas (07 dias apos a pulverizagdo — periodo minimo exigido), retirando-se 0s
graos na area util de cada parcela, incluindo a parcela testemunha sem a aplicacéo
dos herbicidas. Foram separados 200 g de feijdo-caupi de cada parcela para compor
uma amostra composta por tratamento. Considerando as quatro repeti¢coes, ao total
foram fracionados 800 g de gréos de feijao-caupi de cada tratamento, os quais foram
armazenados em sacos de papel Kraft e, logo apds, enviados para o CEPARC, sendo

mantidos em local seco e em temperatura ambiente até seu destino final.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Otimizacao do preparo das amostras

Optou-se por ndo usar diretamente o p6 de feijdo como indica o Método QuPPe
da EU versao 7, e sim pela utilizacao de slurry da amostra, porque o slurry facilita a
obtencdo de amostras mais homogéneas e a agua empregada tem a funcédo de
aumentar a disponibilidade dos agrotoxicos da matriz no momento da extracao
(REICHERT, 2012).

Baseado nessa escolha, o slurry considerado mais adequado foi o de
proporcao 1:1,5 (feijdo-caupi/agua). Na analise visual o slurry de proporcédo 1:1 se
mostrou muito denso e os slurries de proporcao 1:3 e 1:4 mostraram-se muito diluidos

oferecendo dificuldades de manipulacao.

4.2 Otimizacao do preparo de solvente extrator

Num primeiro teste, utilizando o solvente extrator do método original
(MeOH/HCI 0,1 mol L? (1:1), para os ensaios de recuperagdo, nos trés niveis de
fortificacdo (10, 20 e 50 pg kg™) para as amostras de feijdo-caupi, obtiveram-se
valores de recuperacdo menor que 10% para paraguate e para diquate entre 86-91%
(Tabela 9).

Tabela 9 - Valores de recuperacédo obtidos para diquate e paraquate nos trés niveis
de fortificagcdo em estudo, segundo o solvente extrator do QuPPe v7 original.

Recuperacéo %

Método Diquate Paraquate

10 20 50 10 20 50
(Mg kg?h) | (o kg?h) | (g kg™) | (Mg ka?t) | (ug kg™?) | (ug kg™
QuPPe V7 original 90 86 91 0 4 7
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A partir destes primeiros resultados, testaram-se 5 diferentes proporc¢oes entre
0 metanol e a solucdo de HCI 0,5 mol L (item 3.7). Os resultados estéo presentes na
Tabela 10.

Tabela 10 - Valores de recuperacéo obtidos para diguate e paraquate nos trés niveis
de fortificagdo em estudo, segundo a proporgcédo entre metanol e solucado de HCI do

solvente extrator modificado.

Recuperacodes (%)
MeOH/HCI Diquate Paraquate
0,5 mol L 10 20 50 10 20 50
(Mg kg™) | (Mo kg™ | (Mgkg?) | (Mgkg™) | (Mgkg?) | (ngkg™)

11 104,0 99,4 93,3 268,2 99,5 182,1
6:4 94,5 94,1 90,0 133,8 103,3 134,7
7:3 79,0 84,2 89,1 11,3 49,7 35,8
8:2 83,2 94,2 82,9 23,4 23,5 96,0
9:1 84,0 90,0 91,7 0 0 17,1

Estes resultados mostram que, a melhor proporcéo entre metanol e a solugéo
de acido cloridrico 0,5 mol L* do solvente de extracdo modificado, tanto para diquate
como paraquate, € a proporcéo 6:4, pois pode-se observar que as recuperacdes estao
na faixa de 90-94,5% para diquate e para paraquate de 103,3-134,7%, para a matriz

em estudo (feijao-caupi).

4.3 Otimizacao dos parametros de extracao

4.3.1 Temperatura

No primeiro experimento o parametro temperatura foi avaliado levando em
consideracao a influéncia do banho de agua a 80 °C por 15 min, nos valores de
recuperagéo das amostras em estudo, no maior nivel de fortificagdo (50 pg mg
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kg?). Os resultados obtidos neste teste, mostraram que os percentuais de
recuperacdo sdo maiores aplicando-se calor através do banho de 4gua do que
os obtidos sem tratamento de banho de agua a 80 °C por 15 min, tanto para

diquate como para paraquate (Tabela 11).

Tabela 11 - Valores de recuperacéao (%) obtidos para diquate e paraquate no nivel 50

ug kgt de fortificacdo, empregando ou ndo banho de agua a 80 °C por 15 min.

Recuperacgéao (%)

Parametro em estudo Fortificacdo: 50 g kg

Diquate Paraquate
Sem banho de agua a 80 °C por 15 min 64,1 38,7
Com banho de agua a 80 °C por 15 min 65,8 43,0

No segundo experimento & temperatura foi avaliada através dos resultados
obtidos nas recuperacdes de diquate e paraquate no nivel de fortificacao de 50 pug kg
1 com e sem resfriamento do extrato a temperatura ambiente antes da centrifugagdo
(Tabela 12).
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Tabela 12 - Valores de recuperacéo (%) obtidos para diquate e paraquate no nivel 50
ug kgt de fortificagdo, com e sem resfriamento do extrato a temperatura ambiente

antes da centrifugacao.

Recuperacgéao (%)

Parametro em estudo Fortificacéo: 50 ug kg

Diquate Paraquate
Sem resfriamento a temperatura
. 60,3 41,2
ambiente
Com resfriamento a temperatura
. 72,9 42,2
ambiente

Estes resultados demostraram, ainda que o resfriamento a temperatura
ambiente ndo mostrou uma grande influéncia nos valores de recuperacao de diquate
e paraquate em comparagdo com o tratamento sem resfriamento a temperatura
ambiente. Porém, o valor de recuperacéo 72,9% para diquate encontra-se dentro da
faixa aceitavel de 70 a 120% estabelecida pelo SANCO 2013.

Assim, é importante que as amostras sejam resfriadas antes da centrifugacéo

para que a extracao seja a mais eficiente possivel.

4.3.2 Filtragdo

Neste estudo testou-se a influéncia da filtragdo nos valores obtidos nas

recuperacdes de diquate e paraquate, nos trés niveis de fortificacao.

Os resultados da Tabela 13, mostram que sem filtracdo os percentuais de
recuperacao, nos trés niveis de fortificacdo, para paraquate estdo acima de 100% e
para diguate mantiveram-se na faixa de 90%. Aplicando-se o procedimento de
filtracdo, os valores de recuperacao de paraquate quando fortificado nos niveis de 20

e 50 pg kgt, foram menores do que 55%
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Tabela 13 - Valores de recuperacgéo (%) obtidos para diquate e paraquate nos trés
niveis de fortificagdo em estudo, empregando ou néo filtracao.

Recuperactes (%)

Parametro Diquate Paraquate
em estudo 10 20 50 10 20 50
(Mg kg™) | (gkg?) | (Mgkg?) | (Mokg™) | (ngkg™) | (ug kg™)
Sem
_ 94,5 94,1 90,2 133,8 103,3 134,7
filtrac&o
Com
_ 96,9 90,8 94,2 76,4 51,9 52,5
filtracdo

Héa reducado na recuperacdo de paraquate quando utilizado o procedimento de
filtracdo. Para diquate, os valores médios de recuperacdo para cada nivel de

fortificacao foi mantido.

Pode-se inferir que, também exista perda dos analitos quando utilizado o

procedimento de filtracao.

4.4 Andlise dos solventes e reagentes

Segundo a andlise dos solventes e reagentes (item 3.9), ndo foi observado
nenhum indicio de contaminantes ou interferentes nos mesmaos. Esta analise confirma
gue os solventes e reagentes empregados neste estudo podem ser utilizados sem

comprometer a qualidade do método analitico otimizado.

4.5 Validagédo do Método QuPPe versdo 7 modificado

O método modificado foi validado utilizando amostras “branco” de feijdo-caupi,

em que o diquate e o paraquate foram aplicados para avaliar a exatiddo e a precisdo
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do método otimizado. O método modificado esté representado na figura 5. Todas as

andlises foram realizadas em replicatas igual a 7.

4 5.1 Curva analitica e linearidade

O valor do coeficiente de determinacdo (r?) expressa numericamente o
percentual da variacdo total do sinal analitico (y) explicado pela variacdo da
concentracéo do analito (x). Esse percentual, como qualquer outro, varia de 0 a 100%
e o valor de r?, sendo a expressdo numérica do mesmo, varia de 0 a 1. Idealmente,
guanto mais proximo de 100% for o percentual da variacdo observada para o sinal
analitico modificado pela variacdo da concentracdo, mais proximo de 1 sera o valor
de r2. Logo, melhor serd a qualidade da curva analitica, pois a variacdo da resposta
analitica em funcéo do teor do analito sera mais precisa e melhor representada pela
equacéao da reta obtida (WEBER, 2013).

A linearidade do método modificado foi avaliada através das curvas analiticas
construidas a partir de solu¢des analiticas preparadas em extrato de feijao-caupi e em
solvente organico. A faixa linear (de quantificacdo analitica), o coeficiente de
determinacdo e a equacdo das curvas analiticas para diquate e paraquate estédo

apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Parametros relativos as curvas analiticas, obtidos para diquate e
paraquate, a partir de solu¢des preparadas no solvente organico e no extrato da matriz
e analisadas por UPLC-MS/MS.

Solucdes em extrato de feijdo-caupi Solucdes em solvente organico

Analitos Faixa < Faixa .
near || FRR O lnew | e | S
(ug L) (ug LY

Diquate 1,0-100,0 | 0,9675 | y=20646x+21929 1,0-100,0 | 0,9995 | y=32568x+50443

Paraquate | 1,0-100,0 | 00,9753 | y=88026x+23549 1,0-100,0 | 0,9620 | y=58474x+77721
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Como se observa na Tabela 14, quando o diquate e paraquate encontravam-

se no extrato da matriz, apresentaram coeficientes de determinagéo inferior a 0,99.

Apenas o digquate mostrou r? de 0,999 quando encontrava-se em solvente
organico, o que nao foi observado para o paraquate, o qual mostrou coeficiente de
determinacdo numericamente menor. Ambos, diquate e paraquate, mostraram o
mesmo intervalo linear de concentracdo para as solu¢coes em extrato de matriz e em

solvente organico.

4.5.2 Avaliagéo do efeito matriz do feijao-caupi

A maioria dos métodos de UPLC-MS/MS publicados na literatura apresentam
problemas de efeito matriz, embora a minimizacdo deste efeito € importante no
estabelecimento de métodos confiaveis. Ignorar este efeito pode afetar a
confiabilidade da determinacdo das concentracdes dos analitos e a integridade dos

dados gerados (MATUSZEWKI, 2003; KITTLAUS, 2012).

Na Figura 6, pode-se observar as curvas analiticas obtidas a partir de solucdes
analiticas preparadas em extrato da matriz e em solvente organico, tanto para diquate

como para paraquate.

Os resultados obtidos através dos calculos do efeito matriz nas 7

concentracdes em estudo, podem ser observados na Tabela 15.

A segunda maneira de avaliagdo do efeito matriz que foi através da
comparacao das inclinacbes das curvas analiticas (slope) (n=7) obtidas a partir das
solucdes preparadas em solvente organico e daquelas em extrato da matriz, o qual foi
de -37 e -85% para diquate e paraguate respetivamente.

Como se observa nos resultados obtidos, o efeito matriz para diquate e
paraquate foi negativo, isto € devido ao fato da matriz exercer um efeito de supressao
da ionizag¢ao do analito, diminuindo a intensidade do sinal através da interferéncia dos

componentes da matriz.

Nas Figuras 7 e 8 mostram que a intensidade do sinal das transicbes de

quantificacdo e de confirmacao da solucéo analitica preparada no extrato de feijao é
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um pouco inferior daquela preparada em solvente organico, demostrando que ha uma
leve supressao do sinal pela presenca da matriz. Esse comportamento manteve-se

reprodutivel na faixa de concentracao estudada.

a)
4000000
3500000
.
3000000 4
2500000
° y =32568x + 50443
Q R = 0,9995
E 2000000 :
@
-
(1]
E 1500000
L
1000000 4 « Solucdo analitica em
solvente organico
500000 ® Solucéio analitica em
y = 20646x +219 29 extrato da matriz
R? = 0,9675
o
0 20 40 60 80 100 120
Concentragédo(ng mL")
500000 4
800000 .
b) 700000 4

600000

y = 5847 4x + 7772,1
R? = 0,962

500000

® Solugéo analitica em

400000 N
solvente organico

Area de pico
.

® Solugé&o analitica em
em exirato de matriz

300000

200000

y = 880,26x + 23549
R*=109753

100000

0 20 40 60 30 100 120

Concentragéo (ng mL")

Figura 6 - Curvas analiticas preparadas a partir das solugfes analiticas de (a) diquate
e (b) paraquate, em solvente organico e extrato de matriz. Concentracdes de 1 a 100

ng mL?%, n=7.
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Tabela 15 — Percentual de efeito matriz observado na faixa de concentracao estudada

nas curvas analiticas, obtidos através de calculos.

Concentracéo Efeito Matriz (%)

(ng mL™) Diquate Paraquate

2,5 -46 -82

5 -33 -78

10 -37 -83

50 -37 -85

100 -37 -85

Media (%) 27 -59

1w, tR:4.80

tR: 4.86

a) . Transigdo: 183,1 > 157

1 Intensidade: 1,599e+007

0 L min
Transigdo: 183,1 > 157

b) o Intensidade: 5,886e+006

100
2 tR: 4.86
Transicdo: 183,1 > 168
% Intensidade: 1,161e+006
a)
0 . min

tR: 4.80
Transicdo: 183,1 > 168
b) *1 Intensidade: 2,774e+005

o min

Figura 7 - Cromatogramas obtidos para diquate para (a) transi¢éo de quantificacéo e
(b) transicdo de confirmacdo, por UPLC-MS/MS, na concentracédo de 100 ng mLem

(1) solvente organico e (2) em extrato de matriz.
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100, tR: 4.62
Transicao: 186,1 > 171,1
Intensidade: 3,527e+006

b) " R 462
Transicdo: 186,1 > 77
%| Intensidade: 1,605e+005

tR: 4.58
Transicédo: 186,1 > 171,1
Intensidade: 2,498e+005

b) 100 tR:4.79
Transicao: 186,1 > 77
Intensidade: 3,309e+004
~ /’_‘\R___,/'ﬂ‘-_‘ } —
- ST

0 min

Figura 8 - Cromatogramas obtidos para paraquate para (a) transicdo de quantificacéo
e (b) transicdo de confirmacéo, por UPLC-MS/MS, na concentragdo de 100 ng mL?

em (1) solvente organico e (2) em extrato de matriz.

4.5.3 Determinacgdo da estimativa do LOD e LOQ do instrumento e do método

Os valores de LOD e LOQ, do instrumento e do método foram determinados
mediante o preparo de solu¢des analiticas em solvente organico e no extrato de feijao-
caupi. Dessa maneira avaliou-se a influéncia do extrato da matriz sobre estes

parametros, atraves do calculo estimado.

Nas tabelas 16 e 17 pode-se observar os resultados de LOD estimado do
método (LODm) e instrumento (LODi) e do LOQ estimado do instrumento (LOQI) e
meétodo (LOQm) para os composto preparados em solvente organico e em matriz,

respectivamente.
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Tabela 16 — Valor de LOD estimado do método (LODm) e do instrumento (LODI), e
LOQ estimado do instrumento (LOQI), e do método (LOQ), para diquate e paraquate,

em solvente organico.

LOD Estimado LOQ Estimado
Analitos Instrumento Método Instrumento Método
(Mg L™ (ug kg™ (g L) (ug kg™
Diquate 1,0 3 3,3 10
Paraquate 1,0 3 3,3 10

Tabela 17 — Valor de LOD estimado do método (LODm) e do instrumento (LODI), e
LOQ estimado do instrumento (LOQi), e do método (LOQm), para diquate e

paraquate, em extrato de matriz.

LOD Estimado LOQ Estimado
Analitos Instrumento Método Instrumento Método
(g L™ (Mg L) (Mg L) (Mg L)
Diquate 1,0 3 3,3 10
Paraquate 2,0 6 6,7 20

4.5.4 Ensaios de recuperacao

Um dos critérios estabelecidos para validar o método em estudo foi a faixa
percentual de recuperacao. Neste trabalho, as recuperagdes devem estar entre 70 e
120%, conforme o SANCO estabelece para os métodos multiresiduos de agrotéxicos
em alimentos. Também se estableceu, que o valor de RSD néo dever superar 20%
para o estabelecimento do real LOQm (SANCO, 2013).

Tendo-se em vista os resultados obtidos na tabela 18, o diquate apresentou
percentagens de recuperagdo dentro da faixa aceitavel sugerida pelo SANCO, nos

trés niveis de fortificagdo, assim como apresentou RSD inferior a 20%. O paraquate
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mostrou recuperacdes aceitaveis nos niveis 10 e 20 ug kg, mas no nivel de 50 pg kg
1 uma recuperacdo de 68% foi obtida. Observou-se que o paraquate mostrou RSD
levemente superior a 20% nos niveis 10 e 50 pg kg2, e no nivel 20 pug kgt apresentou

valor de RSD dentro da faixa aceitavel.

Tabela 18 — Média dos percentuais de recuperacdo e RSD (%) obtidos a partir da

fortificacdo do feijdo-caupi nos 3 niveis estudados (10, 20 e 50 ug kg™).

Niveis de fortificacéo

Analitos 10 ug kgt 20 ug kgt 50 pug kg?
Rec (%) | RSD (%) [Rec (%) | RSD (%) | Rec (%) | RSD (%)
Diquate 77 1,9 78 1,1 85 14
Paraquate| 103 25,4 82 14,4 68 20,2

Considerando-se o fato de que o menor valor de LMR estabelecido pela
legislacdo européia é de 0,05 e 0,02 mg kg™ para diquate e paraquate respetivamente,
pode-se dizer que o método desenvolvido e validado é adequado para o
monitoramento dos dois herbicidas em feijao-caupi, pois para ambos analitos 0 LOQm
obtido foi menor ou igual aos valores estabelecidos pelos 6rgaos oficias (Tabela 19)
(USDA, 2012; MPI, 2012; ANVISA, 2013).

Tabela 19 — Valores de LMR para diquate e paraquate segundo EU, ANVISA e LOQ

do método modificado.

LOQ LOQmM
LMR (mngJg_l) ('?‘\nl\glgvllgﬁ) QuPPe V7 Método modificado
(mg kg™) (mg kg™)
Diquate 0,050u 10 0,5 0,005 0,01
Paraquate 0,02 ou 0,05 0,05 0,005 0,02
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4.6 Método QuPPe versdo 7 modificado

Realizou-se uma comparacao entre ambos os métodos em termos de
recuperacao, nos trés niveis de fortificacdo a qual demostrou que o método
modificado é mais eficiente nas recuperacdes, nos trés niveis de fortificacdo para a

matriz em estudo (Tabela 20).

Tabela 20 - Comparacao entre os métodos QuPPe original e modificado, com relacéo

ao percentual de recuperagdo, nos trés niveis de fortificagdo (10, 20 e 50 pg kg 1)

Recuperacgéo %

Método Diquate Paraquate

10 20 50 10 20 50
(Mg kg )| (Mokg™) | (g kg ™) | (g kg ™) | (Mg kg ) | (Mg kg T)

Método QuPPe

versio 7 90 86 91 0 4 7
Original

Método QuPPe

versio 7 77 78 85 103 82 68
Modificado

4.7 Aplicacdo do método otimizado e validado em amostras de feijao

As amostras analisadas séo parte de um estudo da EMBRAPA onde buscou-
se avaliar a diferenca da eficacia de herbicidas desencantes de acordo com seu

ingrediente ativo, formulagéo e periodo de aplicacao no cultivo do feijao-caupi.

Neste estudo, aplicou-se o procedimento otimizado e validado em 15 amostras,

as quais foram analisadas em triplicata conforme ja citado no item 3.13.

Os resultados encontrados para as analises de feijao-caupi estdo apresentados
na Tabela 21.
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Tabela 21 — Concentracdes de diquate e paraquate encontrados nas amostras de

feijdo-caupi que fazem parte do estudo da EMBRAPA.

Amostra Replicatas Diquate (mg kg™) Paraquate (mg kg™)
1 Amostras Amostras “branco” Amostras “branco”
“branco
1 Nd 0,267
2 2 Nd 0,261
3 Nd 0,240
1 Nd 0,020
3 2 Nd 0,016
3 Nd 0,018
1 0,313 Nd
4 2 0,321 Nd
3 0,318 Nd
1 0,022 Nd
5 2 0,021 Nd
3 0,020 Nd
6 Amostras Amostras “branco” Amostras “branco”
“branco
1 Nd <LOQ
7 2 Nd <LOQ
3 Nd <LOQ
1 Nd <LOQ
8 2 Nd <LOQ
3 Nd <LOQ
1 <LOQ Nd
9 2 <LOQ Nd
3 <LOQ Nd
1 <LOQ Nd
10 2 <LOQ Nd
3 <LOQ Nd
11 Amostras Amostras “branco” Amostras “branco”
‘branco”
12 1 Nd 0,055
2 Nd 0,050
3 Nd 0,049
1 Nd 0,023
13 2 Nd 0,025
3 Nd 0,022
1 0,017 Nd
14 2 0,018 Nd
3 0,017 Nd
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1 0,014 Nd
15 2 0,014 Nd
3 0,013 Nd

LOQm Diquate: 0,01 mg kgt
LOQm Paraguate: 0,02 mg kg

Nas amostras de 2 a 5, observa-se que o0s agrotdxicos encontrados se
concentraram cerca de 15 vezes nas amostras 2 e 4, que representam diquate e
paraquate, respectivamente, aplicados com 50% das vagens secas. Estas amostras

séo provenientes do municipio de Teresina-Pl.

As amostras de Dourados-MS mostraram concentracdes abaixo do LOQ do

método, tanto para diquate como paraquate.

No dltimo grupo de estudo as amostras de 12 a 15 apresentaram
concentracfes mais baixas que do primeiro grupo, mas ainda maiores que os LMR.
Diguate apresentou concentracdes de 0,017 e 0,013 mg kg, e para o paraguate as

concentracdes foram maiores 0,051 e 0,024 mg kg

As diferencas apresentadas entre os niveis residuais de cada local estédo
relacionadas ao efeito das condi¢cfes climéticas locais sobre o cultivo. Periodos de
estresse hidrico para as plantas ou altas temperaturas podem acelerar o processo de
secagem das vagens ou mesmo, reduzir as taxas de absorcdo dos herbicidas,

resultando em acimulo de residuos diferenciados.

Em geral, considerando as amostras dos diferentes locais, verifica-se que as
aplicacdes dos herbicidas dessecantes em fase mais avancada de desenvolvimento
do feijdo-caupi, correspondente as amostras dos tratamentos com 75% das vagens
secas (amostras 3, 5, 13 e 15) permitem um menor efeito residual de ambos herbicidas
nos gréos coletados, e consequentemente, maior seguranga para 0 consumo humano.
Isso se justifica pela menor absorcdo dos herbicidas nas vagens quando secas e

menor translocagdo dos mesmos para 0s graos.

Entretanto, o que ocorre costumeiramente no campo séo aplicacdes
antecipadas (50% ou menos de vagens secas nas plantas) para acelerar o processo
de dessecac¢do da planta e, com isso, antecipar o periodo de colheita, de forma que
os estudos de monitoramento de residuos, bem como, a otimizagcédo e validacao de

métodos em diferentes matrizes tornam-se fundamentais.
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5 CONCLUSOES

A caréncia de trabalhos publicados a respeito da determinacao de agrotoxicos
em feijao-caupi, principalmente diquate e paraquate, outorga a este trabalho um
mérito importante e evidente, ndo sO porque esta matriz € muito complexa, mas
também porque existe a necessidade de desenvolver, otimizar e validar métodos

analiticos para matrizes especificas.

A preparacao do slurry na proporcao (1:1,15), facilitou a extracao de diquate e
paraquate, devido ao fato da amostra apresentar-se numa forma mais homogénea. A
otimizacéo do solvente extrator (MeOH/HCI 0,5 mol L), mostrou que os valores das
recuperacdes foram melhores nos diferentes niveis de fortificacdo. Evidenciou-se a
importancia da temperatura para uma melhor extracdo dos analitos, assim como

evitar-se a filtracdo para que ndo haja perdas dos mesmos.

Sem a utilizacdo de uma etapa de filtracdo do extrato de feijdo-caupi, o efeito
matriz negativo manteve-se presente, tanto para diguate como paraquate, fazendo-se
necessario utilizar o método aplicando-se matrix-matched calibration para a

quantificacdo dos agrotoxicos

O método QuPPe versao 7 modificado, mostrou ser eficiente nas analises de
diquate e paraquate em feijao-caupi comparado com os resultados obtidos quando

estes agrotoxicos foram analisados com o método original.

Os valores de LOD e LOQ foram adequados para a analise de diquate e
paraquate em feijdo considerando os LMR estabelecidos pela legislacéo brasileira e
européia. Os analitos investigados apresentaram limites de detec¢cédo de 3 e 6 ug kg

e de quantificacdo de 10 e 20 ug kg™ para diquate e paraquate, respetivamente.

No método original, ndo efetuou-se estudos em amostras de algum tipo de

feijdo, pbr o que, os resultados de LOQ nao podem ser comparados.

Na aplicacdo do método modificado, foi possivel determinar as quantidades

remanescentes de diguate e paraquate nas amostras de feijao-caupi.
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Encontrou-se, a presenca do diquate em 4 das 6 amostras analisadas. As
amostras 4 (0,318 mg kg?) e 5 (0,021 mg kg?), foram as que apresentaram maior

concentracdo do agrotéxico.

A presenca de paraquate foi confirmada em 4 amostras sendo que, a amostra
1, foi a que apresentou o maior valor (0,256 mg kg!) e a amostra 2 a de menor valor
(0,018 mg kg™).

As amostras 7, 8, 9 e 10, apresentardo concentragdes menores que o LOQ do
método, tanto para diquate como para paraquate, sendo constatado que as aplicacbes
mais tardias nas plantas (75% de vagens secas) sdo mais seguras, em relacédo a

concentracéao residual dos herbicidas testados nos experimentos de campo.

Conclui-se que as modificacdes feitas no método em estudo, contribuiram na
otimizacao e validacdo do método, o qual mostrou-se adequado para sua aplicacéo

na determinacdo de residuos de diquate e paraquate, em amostras de feijao-caupi.
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