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RESUMO

E apresentado um método analitico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), para determinacao dos pesticidas imazaquim, tebuconazole, fluazifop-p-butil e
seu metabolito fluzifop-p em vagem de soja. Para a extragdo foi utilizado acetonitrila
como solvente e uma etapa adicional de limpeza foi realizada utilizando particdo com
hexano. O extrato foi injetado em um cromatografo liquido de alta eficiéncia nas
seguintes condigdes: a fase movel foi acetonitrila/agua pH 3 (ajustado com &cido
fosforico), eluicio por gradiente e vazdo | mL min'; coluna Shim-pack C-18,
4,6x150mm e comprimento de onda 225 nm (detector UV/Vis). Os seguintes
parametros de validagdo foram obtidos: limite de detecgdo (LOD), 0,2 ug g'; limite de
quantifica¢do (LOQ), 1,0 pg g'; linearidade para a faixa de concentra¢ao 0,2-10 pg g
(padroes feitos na matriz), r = 0,99; recuperacdes na faixa de 75-104%; e precisao <
20% (RSD). Conforme demonstrado pela validacdo, o método multiresiduos
desenvolvido mostrou ser adequado e pode ser utilizado para a determina¢do dos
pesticidas em vagem de soja.

INTRODUCAO

O Brasil ocupa um lugar de destaque mundial na producdo de soja. Para garantir a
produtividade sdo aplicados agroquimicos ¢ o estudo do destino destes produtos na
planta e no ambiente ¢ de extrema importancia. A absor¢do dos principios ativos pela
planta € o primeiro passo para acumulagdo na cadeia alimentar terrestre, os quais podem
entrar via raiz ou foliar.

Para realizar estudos de bioconcentragdo e translocagdo dos pesticidas nas
diferentes partes da planta (raiz, caule, folha e vagem) normalmente sdo utilizadas
substancias radiomarcadas, '*C, com posterior medi¢io da radioatividade (radiagdes p)
emitida por este isotopo radioativo.'” A utilizagio do *C oferece varias limitagdes e
incovenientes inerentes ao uso de qualquer material radioativo, em especial no caso do
Brasil, onde a grande maioria das substincias radiomarcadas sdo de alto custo e de
demorada obtencdo devido a dependéncia do pais fornecedor externo.” Além disso, esta
técnica ndo diferencia a molécula original (principio ativo) dos metabolitos, dificultando
a interpretacdo dos resultados. Uma alternativa interessante ao uso de métodos
radiométricos na determinacdo quantitativa de compostos de interesse e seus
metabolitos € o uso de técnicas cromatograficas de alta resolu¢dao. Por exemplo, na
analise de pesticidas mais volateis e estaveis termicamente, a cromatografia gasosa ¢ a
mais indicada, ao passo que para pesticidas polares ou hidrossoliveis a cromatografia
liquida de alta eficiéncia ¢ a mais adequada. Deve-se destacar como vantagem adicional
desta técnica sua potencialidade em analisar pesticidas ao nivel de tragos, com grande



reprodutibilidade e sensibilidade, e a possibilidade de analisar mais de um pesticida ao
mesmo tempo, com economia de materiais e de tempo.

Assim o presente trabalho descreve um método, baseado em extracdo liquido-
liquido seguido de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), para
determinagdo dos pesticidas imazaquim, tebuconazole, fluazifop-p-butil e seu
metabolito fluzifop-p em vagem de soja.

MATERIAIS E METODOS
1. Reagentes e solventes

Os solventes utilizados foram acetonitrila, grau residuos, da TEDIA e hexano, grau
P.A., da Merck. A 4gua para preparo da fase movel foi bidestilada, tratada com
permanganato de potassio, refluxada e novamente destilada. O 4cido fosfoérico foi grau
P.A. da Nuclear. Os padrdes de pesticidas foram: imazaquim da Basf (pureza 99,6%),
tebuconazol da Dr. Ehrenstorfer (pureza 98,5%), fluazifop-p-butilico da Zeneca (pureza
95,1%) e fluazifop-p da Singenta (pureza 100%).

2. Amostras

As amostras de vagem de soja utilizadas para fortificagdo foram provenientes de
cultivo hidropdnico em condi¢des controladas, livres de pesticidas.

3. Procedimento de extracao

Foram adicionados 10 mL de acetonitrila a 100 mg da amostra (seca em estufa por
24h, 45C) triturada e esta mistura foi agitada por 1 h. O extrato foi filtrado
quantitativamente sobre algoddo, concentrado em rotaevaporador até a secura e
ressuspenso em | mL de acetonitrila. A seguir, foi realizada partigdo com hexano (3
vezes 1 mL) para remog¢ao de algumas impurezas, filtrado em membrana de 0,45 um e
injetado no Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia.

4. Preparo das solugdes dos pesticidas

A solugdo estoque dos pesticidas individuais foram preparadas na concentragdo de
100 mg L' em acetonitrila. Em seguida foi preparada uma solucdo contendo a mistura
dos pesticidas na concentragio de 25 mg L™ Esta solugio foi utilizada para fortificar as
amostras (concentragdes finais: 1,0 ug g'; 2,5 ng g' ¢ 5,0 pg ¢') e fazer as curvas de
calibragdo (0,2 mgL'a 10 mg L™).

5. Condicoes cromatograficas

Foi utilizado um sistema cromatografico da Shimadzu constituido de injetor manual
Rheodyne modelo 7725i, bomba de alta pressio modelo LC-10ATVP, detector
espectrofotométrico de absorcdo no UV/Vis modelo SPD-10AVVP, programa
computacional para aquisi¢ao e tratamento dos dados CLASS VP. Fase moével: eluigdo
por gradiente, solvente A: ACN(100%) e solvente B: H,O (pH = 3, ajustado com 4cido
fosforico): ACN (90:10, v/v). Seqiiéncia do gradiente (linear): 0,01s — 85%B; 26min. —



20%B; 30min — 50%B, 40min — 100%A, 50min — 100%A, 60min — 85%B, 70min —
85%B. Coluna analitica: Shim-pack C-18, 4,6x150 mm. Comprimento de onda: 225 nm
(detector UV/Vis). Volume de inje¢do: 20 uL e vazdo 1 mL min™.

6. Validaciao

A validacao do método proposto foi obtida por meio da avaliagcdo dos seguintes
parametros:

» Linearidade: faixa ou intervalo de concentracdo no qual o sinal produzido pelo
detector ¢ diretamente, ou através de uma transformacdo matematica bem definida,
proporcional a concentragdo do soluto nas amostras.

» Limite de detec¢do (LOD): menor concentragdo ou quantidade do analito que pode
ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, por um método analitico com
um nivel de confianca especificado ou ainda, que pode ser estatisticamente diferente
do ruido. Pode ser calculada como sendo 3 s/r (s = sinal e r = ruido).

» Limite de quantificagdo (LOQ): menor concentracao do analito que pode ser medida
com exatiddo e precisdo aceitdveis nas condi¢gdes experimentais. Pode ser calculada
como sendo 10 s/r (s = sinal e r = ruido).

» FExatiddo: grau de concordancia entre o valor real da substancia na amostra e o
estimado pelo processo analitico. A exatiddo também pode ser expressa como a
porcentagem de recuperagao de quantidades conhecidas do analito fortificado na
matriz limpa (testemunha).

R(%) = média do valor obtido <100

média do valor adicionado

* Precisdo: A precisdo ¢ o grau de concordancia ou grau de dispersdo entre resultados
de medidas independentes, em torno de um valor central, efetuadas varias vezes em
uma amostra homogénea, sob condi¢des experimentais pré-estabelecidas. A precisao
¢ expressa como sendo o desvio padrao relativo (RSD):

RSD(%) =~ x 100
X

onde: s = estimativa do desvio padrdo e x ¢ a média do valor obtido.

Neste trabalho a precisdo foi realizada em termos de repetibilidade, ou seja, no
mesmo laboratorio, mesmo analista, mesmo instrumento € em um curto intervalo de
tempo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise multiresiduos tem vantagens em relagdo ao método uniresidual pois ¢ uma
maneira efetiva de se determinar varios pesticidas com menor custo (usa menos
solventes e reagentes) e em um espago de tempo relativamente curto. Assim este
trabalho apresenta um método para a determinagdo simultdnea dos pesticidas



imazaquim, tebuconazole, fluazifop-p-butil e seu metaboélito fluzifop-p em vagem de
soja.

Para a extragdo dos pesticidas da matriz, varios solventes foram testados e o que
apresentou melhor resultado foi a acetonitrila, seguida de parti¢do com hexano.

Os pesticidas selecionados pertencem a diferentes classes e possuem diferentes
caracteristicas fisico-quimicas. Devido a diferenca na polaridade entre eles e a
complexidade das matrizes, observou-se que a eluicdo isocratica ndo ¢ uma escolha
adequada por ocasionar um aumento no tempo de anélise e alargamento dos picos mais
retidos, dificultando a quantificacdo. Por esse motivo a eluicao por gradiente ¢ a melhor
alternativa para este tipo de separagao.

Apds um estudo intensivo das condigdes cromatograficas obteve-se uma resolugdo
adequada para os pesticidas imazaquim, fluazifop-p, tebuconazole e fluazifop-p-butil. A
Figura 1 mostra os cromatogramas obtidos para a vagem de soja na matriz branca e
fortificada.

Para avaliar a performance de um método analitico, varios critérios devem ser
observados antes de ser empregado como rotina. Por exemplo a recuperacdo do método
. ~ . 4
deve ser de 70 — 110% com desvio padrao relativo <20% .

Além da eficiéncia da extragdo dos residuos da matriz, as caracteristicas da
performance da etapa de remocdo de interferentes (cleanup) estdo diretamente
relacionadas a qualidade dos dados gerados. A auséncia de componentes da matriz no
extrato purificado elimina a inducdo de efeitos da matriz>®. Porém ¢ uma solugdo
teorica que dificilmente ¢ obtida na pratica’. Muitas vezes é necessario varias etapas de
purificacdo para se obter um extrato relativamente limpo, o que aumenta o tempo € o
custo da analise. Assim deve-se estabelecer um compromisso entre esses fatores. Uma
maneira de contornar o efeito matriz ¢ preparar as solu¢des de calibragdo com extratos
de matrizes brancas (matriz sem pesticida)®. Isto ¢ considerado uma maneira efetiva de
evitar erros derivados de efeitos de matriz na quantificacdo dos analitos e deste modo,
uma calibragdo mais confiavel pode ser obtida. Neste trabalho adotou-se este modo de
preparo de calibracdo e, como mostra a Tabela 1, um coeficiente de correlagdo aceitavel
foi obtido para todos os pesticidas (r = 0,99).

O limite de detec¢dao (LOD) e o de quantificacdo (LOQ) também s3o pardmetros
fundamentais que devem ser determinados, principalmente em anélise de residuos, uma
vez que a concentracdo esperada estd ao nivel de tracos. Estes valores foram obtidos e
se encontram na Tabela 1. Os valores encontrados sdo suficientemente baixos para
detectar e quantificar os pesticidas imazaquim, tebuconazole, fluazifop-p-butil e seu
metabolito fluzifop-p em vagem de soja em estudos de transloca¢do e bioconcentracdao
destes pesticidas.
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Figura 1. Cromatogramas da vagem da soja. Legenda: — matriz branca e — fortificado. 1) imazaquim,
2) Fluazifop-p, 3) tebuconazole e 4) fluazifop-p-butil.

A recuperagdo ¢ dependente da concentragdo e por esse motivo foi avaliada na faixa
de concentracdo esperada das amostras. Para isso foram calculadas em trés
concentragdes (1; 2,5 € 5 pg g'). Foram realizados ensaios em triplicata e pode-se
verificar que tanto a recuperacdo, 75-104%, quanto a precisdo, <20% (em termos de
repetibilidade), estdo em consonancia com a literatura®.

Tabela 1. Pardmetros de validagdo do método.

Recuperagoes médias (n=3) RSD (n=3)

(%) (%)
Pesticida r2 (L;);l) (LgOgQ_l) 1 2,5 5 1 2,5 5
: " peeh| (eeh) [(ee!) [(eeh) | wegh | (mgg!)
Imazaquim | 0,99 | 0,2 1,0 82,4 98,6 | 874 | 13,6 5,9 6,6
Fluazifop-p | 0,99 | 0,2 1,0 93,6 972 | 749 | 47 43 19,1
Tebuconazole | 0,99 | 0,2 1,0 104,1 102,9 | 103,9 | 2.6 35 1,4
Fluazifop-p- | 99 | 5 1,0 72,1 84,1 | 1034 | 124 2,9 24

butil
CONCLUSOES

Conforme demonstrado pela validagdo, o método multiresiduos desenvolvido
mostrou ser adequado e pode ser utilizado para a determinacdo dos pesticidas
imazaquim, tebuconazole, fluazifop-p-butil e seu metabolito fluzifop-p em vagem de
soja. O método proposto sera utilizado em estudos de translocagdo e bioconcentragao.
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