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RESUMO

O grande consumo de vinhos ao redor do mundo associado ao fato das
uvas serem produzidas com a aplicacado de pesticidas traz um alerta aos seus
consumidores. Durante o processo de produgao essas substancias toxicas
podem permanecer presentes no produto final, tornando importante sua analise
residual afim de garantir o respeito as legislagdes vigentes acerca do assunto.
Muitas técnicas tém sido empregadas em tais determinagbes, desde a
preparacao da amostra, separagao dos analitos, até suas detecgdes. O método
QUEChERS sugere diversas vantagens na preparagao de amostras, no entanto,
sdo empregadas grandes quantidades de solventes durante sua aplicagdo. A
miniaturizacdo do método mostrou ser possivel a obtencdo de resultados
satisfatorios na determinacdo dos pesticidas: imidaclopride, carbofurano e
tebuconazol em vinhos branco e rosé, utilizando quantidades de solventes e sais
20 vezes menor que o método original, indo de encontro as propostas da quimica
verde. A separacdo desses analitos foi conseguida através da utilizagcdo da
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de espectrometria
no ultravioleta com arranjos de diodo (HPLC-DAD). Utilizando esse sistema,
apo6s a otimizagcdo do método de preparagdo da amostra, foram conseguidas
recuperacoes acima de 80% para os 3 pesticidas e, dentro dos valores de limites
maximos de residuos (LMRs) estabelecido nas legislagbes vigentes, a técnica

se mostrou capaz de obter resultados que garantem seu respeito.

Palavras chave: HPLC-DAD, quimica verde, preparo de amostra,

imidaclopride, carbofurano, tebuconazol



ABSTRACT

The great consumption of wine around the world, associated with the fact
that the grapes are produced using pesticides, brings an alert to the consumers,
since these toxic substances remain present in the final product, making their
residual analysis important in order to ensure compliance with current legislation
on the subject. Many techniques have been employed in such determinations,
from the preparation of the sample, separation of the analytes, to their detection.
The QUEChERS method suggests several advantages in the preparation of sam-
ples. However, large quantities of solvents are employed during its application.
The miniaturization of the method showed that it is possible to obtain satisfactory
results in the determination of the imidacloprid, carbofuran and tebuconazole
pesticides in white and rosé wines, using amounts of solvents and salts 20 times
smaller than the original method, coinciding with the green chemistry proposals.
The separation of these analytes was achieved by the use of high performance
liquid chromatography coupled to an ultraviolet spectrometry detector with diode
array (HPLC-DAD). Using this system, after optimization of the sample prepara-
tion method, recoveries above 80% were achieved for the three pesticides and,
within the values of maximum residue limits (MRLs) established in the current
legislation, the technique proved capable of obtaining results that guarantee their

respect.

Key words: HPLC-DAD, green chemistry, sample preparation, imidaclo-

prid, carbofuran, tebuconazole
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1. INTRODUGAO
1.1 O Vinho

Nao € dos tempos modernos que as uvas sao fermentadas para produzir
uma bebida de tamanha apreciacao. Provavelmente de forma acidental, as uvas
guardadas acabavam por fermentar levando a formacédo do vinho. Vestigios
encontrados em jarras na regido das montanhas Zagros no oeste do Ird sugerem
sua presenca e datam de 5400 a 5000 a.C. Uma combinacgao de analise quimica
e pesquisa arqueologica fazem dessa descoberta a prova mais consistente da
sua origem. Do Oriente Médio a cultura da produgédo e consumo do vinho se
expandiu para outras partes do mundo. Os gregos foram responsaveis pela
introdugdo da bebida no sul da lItalia enquanto os romanos levaram esse
conhecimento durante seu Império para Franga, Alemanha e Hungria. Aos
poucos, esse conhecimento se desenvolveu e o homem pdde controlar de forma
mais adequada as condi¢des para aperfeicoar as técnicas de cultivo da videira

(viticultura), assim como da produc¢ao do vinho (vinicultura). (PHILLIPS, 2003)

No Brasil, de acordo com o decreto n°® 8.198, de 20 de Fevereiro de 2014,
define-se como vinho, a bebida obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto

simples da uva s3, fresca e madura (MINISTERIO DAAGRICULTURA, 2014).

O vinho pode ser classificado de acordo com seu teor alcodlico e de
acucares em: (i) vinho de mesa o qual apresenta teor alcodlico entre 8,6 e 14%
(v/v) podendo conter didxido de carbono com pressao de até 1 atm a 20°C; (ii)
vinho leve: sua graduacgao alcodlica € menor do que do vinho de mesa, podendo
variar ente 7,0 e 8,5%, originada exclusivamente da fermentagao dos agucares

presentes naturalmente nas uvas; (iii) vinho fino: comumente considerado um
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vinho de mesa, porém, produzido exclusivamente a partir de uvas da espécie

vitis vinifera e de tecnologias especificas (ALMEIDA, 2017).

Quanto a coloracéo, os vinhos sao classificados em: tinto, branco e rosé.
A diferenga da cor se deve aos diferentes processos de produgao. Os pigmentos
do vinho s&o oriundos essencialmente da casca das uvas, as quais participam
de todo o processo fermentativo do vinho tinto. Eles estdo ausentes na producgéo
do vinho branco (que também pode ser produzido a partir de uvas brancas) e,
normalmente, permanecem em um curto periodo nessa etapa de producgao, para
se obter o vinho rosé. Produzidos em menor escala, os vinhos compostos, vinhos
fortificados, vinhos licorosos, dentre outros, sdo exemplos de outras classes

(ALMEIDA, 2017).

1.2 Composigao quimica dos vinhos

Os vinhos apresentam composicao quimica complexa devido a presenca
de grande variedade de componentes. Sua composicdo esta estritamente
relacionada com as variedades das uvas empregadas no seu preparo, além das
condi¢des de cultivo (inclusive climaticas), grau de maturagao, dentre outros. No
processo de producao de vinho, diversos fatores podem também influenciar na
composi¢cao quimica final do produto, sendo o processo fermentativo e suas

condi¢des um dos principais motivos.

O vinho é produzido basicamente pela fermentacdo anaerdbica dos
agucares presentes na uva, dos quais se destacam a glicose e a frutose. Estes
dois carboidratos simples formam-se na hidrdlise da sacarose e o primeiro

também pela hidrélise do amido.
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Os principais produtos da fermentagdo alcodlica sdo o etanol e o gas
carbénico. O segundo pode permanecer solubilizado no vinho em pequenas
concentracdes no final do processo. Como a fermentacdo alcodlica ocorre
através de uma sequéncia de muitas reagdes (mais de 30), cada uma catalisada
por uma enzima especifica, alguns produtos secundarios sdo formados em
baixas concentragdes. Alguns destes sdo a glicerina (ou glicerol), os acidos
succinico, acético, latico, e piruvico, o acetaldeido, polialcodis e um grande
numero de outras substancias presentes em concentracbes muito baixas.
Quando, dentro de uma faixa de pH favoravel (4-5), além da presenga de
aminoacidos e vitaminas essenciais para o desenvolvimento das bactérias
laticas, a fermentacéao alcodlica pode ser sucedida da fermentacdo malolatica do
acido malico. Nesse caso, forma-se acido latico, pequenas quantidades de acido
acético e de outras substancias. (ALPUIM, 1997). Os principais componentes

dos vinhos sao:

- Etanol: Depois da agua, o etanol é o constituinte majoritario do vinho. Sua

concentracéo pode variar de 8,5 a 14% no vinho de mesa.

- Acucares: Acucares residuais da fermentacdo da uva (glicose e frutose)
permanecem no vinho assim como as pentoses das quais se destacam a

arabinose, a ramnose e a xilose.

- Polidis: Derivados das hexoses e pentoses, encontra-se alguns polidis nos
vinhos. A partir das primeiras, formam-se o sorbitol € o manitol. Das segundas,

originam-se o arabinol, xilitol e adositol.

- Acidos: O pH do vinho pode variar entre 2,8 e 3,8. Alguns processos fisico-

quimicos sao dependentes das condi¢des de pH. A precipitacdo de compostos
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ou complexos de ferro (lll) e cobre (ll), por exemplo, ocorrem numa faixa de pH
entre 3,0 e 3,5. A fermentacdo malolatica, embora ocorra em maior ou menor

grau, € otimizada em pH alto.

- Compostos fendlicos e polifenois: S&o os responsaveis pela coloragao do vinho.

As transicdes eletrdbnicas que ocorrem nos orbitais moleculares T (de ligagdes

duplas) ou em orbitais atbmicos que possuem pares de elétrons nio ligantes,
resultam na cor que pode ser observada no vinho. Os compostos fendlicos
podem ser divididos em quatro principais grupos: antocianinas, flavonas, acidos

fendlicos e taninos.

Antocianinas sédo glucosideos das antocianidinas que, por sua vez, séo
flavondides (grupo mais diversificado e extenso dos compostos fendlicos). A
denominacéo flavonoide deriva das flavonas, por serem essas as mais comuns
no meio natural. Antocianidinas e flavonas absorvem luz na regiao do visivel (sao
cromogénios). Além disso, sdo do tipo doador-aceptor complexo, ou seja,
apresentam grupos doadores de elétrons nos aneéis A e B que interagem com o
heteroatomo do anel central (oxigénio) que € um aceptor eletrébnico, ou com
substituintes dos anéis, geralmente nas posi¢des 3 e 5, eventualmente presentes
(Figura 1). Como resultado dessas interacbes tem-se um aumento do
comprimento de onda maximo de absor¢do. Assim, compostos que nao
apresentariam cor, passam a ser coloridos enquanto que os que ja a
apresentavam (como muitas antocianidinas e flavonas), tendem a mudar de cor

na direcdo do vermelho.
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Figura 1. Estrutura molecular da flavona

Como as substancias responsaveis pela cor estdo na casca das uvas,
torna-se compreensivel o fato de vinhos brancos poderem ser obtidos a partir de
uvas tintas sabendo-se que, no seu processo de producao, essas peliculas sao

descartadas. Ja o contrario ndo seria possivel.

O pH tem influéncia significativa na coloragdo dos vinhos, dado que o
aumento da concentragdo hidrogeniénica leva a formacado de cations por
protonacédo, tornando as antocianidinas vermelhas (em pH 7 tém a coloragao
purpura). Ja em meio alcalino, as mesmas tornam-se azuis devido a
desprotonacdo com consequente formagao do anion. Isso explica o fato de
servirem como indicadores acido-base. O fato do pH do vinho estar na faixa entre
2,8 e 3,8 explica a coloracdo vermelha dos vinhos tintos. Contudo, nos vinhos
brancos, devido a diferenca no processo de producdo, a baixa concentracao de
compostos fendlicos faz com que nao influenciem na sua coloragao. Complexos
do cétion ferro com &cidos organicos ou certos compostos fendlicos séo
amarelos estdo presentes nos vinhos brancos. Isso pode explicar, em partes, a

coloracao apresentada por estes.
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As flavonas sdo compostos flavonoides e se apresentam como pigmentos
amarelos em flores e frutos. Na forma de monoglucosideos dos flavondis:

campferol, quercetina e miricetina, estdo presentes nos bagos da uva tinta.

Acidos fendlicos também s3o encontrados em uvas e no vinho. Sendo
sete acidos fendlicos além de trés acidos cindmicos altamente hidroxilados e
metoxilados os compostos mais presentes. Suas concentragdes variam ente 0,1

e 30 mg/L.

Os taninos sdo espécies resultantes da polimerizacdo de compostos
fendlicos elementares. Se deve basicamente a esses compostos, o sabor

adstringente notado nos vinhos.

- Compostos nitrogenados: Além dos compostos do cation aménio, um grande

numero de compostos organicos nitrogenados, podem ser encontrados nos
vinhos. Dentre eles destacam-se os aminoacidos, peptideos e proteinas; aminas
(primarias, secundarias e terciarias); hexosaminas, que sao derivados aminados

das hexoses; nucleosideos e nucleotideos.

- Outros compostos: Além de todas as classes de compostos ja citados, pode-

se encontrar nos vinhos alguns polissacarideos como pectinas e protopectinas,
que sao originarias das paredes celulares da uva. Responsaveis pelos aromas
do vinho, compostos como o geraniol, limoneno, nerol, linalol, farnesol, beta-
citronelol, alfa-terpineol, etc. estdo comumente presentes. Alguns cations
metalicos sdo encontrados nos vinhos como o K* (0,5 a 2,0 g/L); Ca?* e Mg?* (50
a 150 mg/L); Li*, Fe3* e Cu?* (>1,0 mg/L); Na* (~10 mg/L) dentre outros em

menores concentragoes.
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1.3 Produgao de vinhos no Brasil

Entre 2014 e 2016 a area média com cultivo de videiras no Brasil foi cerca
de 78 mil hectares. O estado do Rio Grande do Sul detém a maior parte da area
cultivada (cerca de 50 mil hectares) o que levou a produgcdo meédia nesse
periodo, de mais de 700 mil toneladas de uvas, que quando processadas
produziram mais de 444 milhdes de litros, entre vinhos, sucos e derivados (cerca
de 90% da produgao nacional). Os vinhos representaram 195 milhdes de litros.
Isso porque as condicdes climaticas em 2016 provocaram reducédo de mais de
52% na producgao no estado quando comparada aos anos anteriores (MELLO,

2017).

Além do Rio Grande do Sul, outras regides do territério nacional tém sua
representatividade na producao de vinhos. Entre eles se destacam os estados
de Santa Catarina e Parana; no Vale do S&ao Francisco: Pernambuco e a Bahia;

na regiao sudeste: Sao Paulo e Minas Gerais.

1.4 Revolugao verde

No final da Segunda Guerra mundial, grandes empresarios internacionais
encontraram espaco para o uso da tecnologia para a produgéo de alimentos. Tal
processo recebeu o nome de “Revolucio Verde” e seu foco era ampliar os lucros
com a produgao de produtos da base da alimentagdo humana, como o trigo, o
milho e o arroz. O desenvolvimento de maquinas, tecnologia biolégica e
agroquimicos (agrotoxicos e fertilizantes) foi fundamental para que essa

transformacao ocorresse (ANDRADES, 2007).
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A substituicdo da biodiversidade local pela monocultura nos latifundios
provocou, com a devastacdo da fauna e da flora, a criagcdo de um ambiente
ecologicamente desequilibrado com lavouras propicias ao ataque de pragas.
Nesse contexto, abre-se 0 espacgo para a implementacao do uso de pesticidas,
onde ha grande interesse econémico por parte de poderosas industrias quimicas
que os produzem. O mesmo aconteceu com uso de fertilizantes quando o solo,
agora empobrecido, necessita da adicdo de nutrientes para os cultivos

(PINGALI, 2012).

1.5 Pesticidas

Considera-se pesticida, uma substancia capaz de eliminar ou
controlar um organismo indesejavel. Sua acdo se baseia na interferéncia no
metabolismo vital dos organismos alvo (BAIRD; CANN, 2011).Quando
destinados ao uso agricola, comumente sao denominados agrotoxicos. No
Brasil, ao longo das diversas mudangas legais que ocorreram, outras
denominagdes surgiram como agroquimicos ou fitossanitarios. Além de serem
amplamente utilizados nas lavouras de diversas espécies vegetais, alguns

também s&o destinados ao uso doméstico, industrial, urbano, dentre outros.

1.5.1 Histérico

A queima de enxofre por fumigagédo na Grécia (cerca de 1000 anos a.C.)
€ o registro mais antigo do uso de pesticidas. Tal pratica perdurou até pelo menos

o século XIX. Outros compostos inorganicos como o fluoreto de sddio e acido
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bérico foram usados domesticamente no controle de formigas e baratas.
Compostos de arsénio tém acgao inseticidas e foram empregados do periodo
Romano até a década de 50. Fungicidas a base de mercurio ja provocaram

envenenamentos em massa (BAIRD; CANN, 2011).

Metais e semimetais téxicos como o mercurio e o arsénio ndo sao
biodegradaveis e permanecem nos meios naturais e até na cadeia alimentar por
periodo indefinido. Em meados da década de 40, iniciou-se o desenvolvimento
de pesticidas organicos que passaram a ser utilizados no lugar das substancias
inorganicas e organometalicas. Geralmente € necessaria a utilizagdo de
menores quantidades de um pesticida organico no controle de pragas, quando
comparados aos pesticidas inorganicos. Inicialmente, os pesticidas organicos
foram considerados biodegradaveis. Mais tarde essa afirmacao foi contestada e,

em muitos casos, tida como ndo verdadeira (BAIRD; CANN, 2011).

Grande parte destes pesticidas sdao compostos organoclorados dos quais
muitos sao persistentes, ou seja, apresentam estabilidade frente a degradacao
e decomposicao (WEBER et al., 2010). Possuem baixa solubilidade em agua
(com a excegao dos oxigenados e/ou nitrogenados), alta solubilidade em
ambientes lipofilicos (como o tecido adiposo da matéria viva) e alta toxicidade
para insetos. Porém sua persisténcia ambiental associada ao seu carater
lipofilico que favorecem sua bioacumulagdo gerou a necessidade de
substituicdo. Nesse momento, surgem os pesticidas organofosforados e
carbamatos. Estes apresentam maior suscetibilidade a degradagdo quando
comparados aos organoclorados e, dessa forma, contribuem menos para a
bioacumulagao nos tecidos vivos. Entretanto, muitos deles apresentam maior

toxicidade aguda para humanos e outros mamiferos (BAIRD; CANN, 2011).



19

Posteriormente, muitas outras classes de pesticidas surgiram, dos quais

grande parte se destinou ao uso agricola.

1.5.2 Classificacao dos pesticidas

Os pesticidas podem der classificados de acordo com o organismo alvo,

toxicidade, grupo quimico, dentre outras.

De acordo com o organismo que se deseja eliminar ou controlar, os
pesticidas recebem uma denominacao especifica como pode se observar na

Tabela 1.

Tabela 1. Tipos de pesticidas e seus organismos alvo

Tipo de pesticida Organismo alvo
Inseticida Insetos
Fungicida Fungos
Herbicida Plantas
Acaricida Acaros
Larvicida Larvas de insetos

Bactericida Bactérias
Nematicida Nematodides
Raticida Roedores
Algicida Algas
Avicida Aves
Moluscicida Caracois, lesmas
Nematicida Nematdides
Cupicida Cupins
Piscicida Peixes

Fonte: Baird, C., Quimica Amiental, 2011
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De acordo com o grupo quimico a qual pertencem ou s&o derivados, 0s
pesticidas recebem uma classificacdo especifica. Os mais classicos sdo os
organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretréides e atrazinas. Com o
avango da tecnologia agroquimica, muitos outros pesticidas foram
desenvolvidos. Atualmente, o numero de pesticidas disponiveis no mercado &

enorme, enquadrando-se nos mais diversos grupos quimicos.

A classificagao toxicoldgica de um pesticida é baseada na dose letal da
substancia (DLso), que pode ser entendida como a massa necessaria para
provocar a morte da metade da populagao do organismo em estudo (DAMALAS;
ELEFTHEROHORINOS, 2011). As quatro classes estdo representadas na

Tabela 2.

Tabela 2. Classes de pesticidas e suas doses letais

Classe Classificacao DLso (mg de

pesticida/kg de

organismo)
I Extremamente toxico <50
Il Altamente toxico 50-500
Il Medianamente téxico 500-5000
\Y, Pouco toxico >5000

Fonte: Baird, C., Quimica Amiental, 2011.

No Brasil, um grande numero de casos de intoxicagdo por contaminagao
com pesticidas (e até ébito em alguns casos) é registrado anualmente. Nos anos

de 2011 e 2012, tem-se registro no SINITOX, de 5075 e 4656 casos,
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respectivamente, de intoxicagdo por pesticidas de uso agricola no territorio
nacional. A tentativa de suicidio representa mais de 40% dos motivos de
intoxicagao. Isso porque esses venenos sao facilmente adquiridos no comércio,
principalmente na zona rural. As intoxicagdes ocupacionais representam cerca
de um quarto desse numero e os acidentes individuais, coletivos e ambientais
aproximadamente outro quarto do todo. Nesses dois anos foram registrados 19

casos de intoxicagc&o por alimentos contaminados (SINITOX, 2017).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) declara que para cada caso de

intoxicagao por pesticidas notificado, ha cerca de 50 casos nao sao notificados.

Como pode ser observado na Tabela 2, a classificagdo toxicologica €
baseada na DLsop, na qual sdo administradas, relativamente, grandes
quantidades da substancia toxica. A esse tipo de intoxicagdo, em que
rapidamente se pode perceber os sintomas, da-se o nome de intoxicagdo aguda.
Ja no caso em que o individuo tem contato continuo e prolongado com o
composto téxico (a exemplo do consumo de alimentos contaminados com
agrotoxicos) considera-se “‘intoxicacao cronica” (DAMALAS;

ELEFTHEROHORINOS, 2011).

E muito importante ressaltar que os registros de intoxicacdo relatados
referem-se aos casos de intoxicacdo aguda, uma vez que foi possivel notar os
sintomas para tal conclusao. Identificar os casos de intoxicagao crénica € uma
tarefa mais ardua, pois os sintomas, quando surgem, podem demorar meses,
anos ou até décadas para se manifestar (HUMAN RIGHTS COUNCIL, 2017).
Outra questdo é a associacdo de diversos pesticidas diferentes em um

determinado periodo. Tais associagbes podem resultar em diferentes
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mecanismos toxicolégicos em um determinado organismo por um efeito

denominado sinergismo.

1.5.3 Pesticidas de estudo

Foram selecionados para esse trabalho de pesquisa, trés pesticidas:
carbofurano, imidaclopride e tebuconazol. Os dois ultimos estao relacionados na
lista de agrotdxicos registrados para o cultivo da uva no Brasil (INSTITUTO

BRASILEIRO DO VINHO, 2014) .

O uso do carbofurano nao é permitido na Europa tampouco nos Estados
Unidos, no entanto, estudos recentes apontam a presenga de residuos desse
pesticida em vinhos brasileiros, chilenos, argentinos e portugueses em

concentragdes que atingem 26,3 ug L' (DOS ANJOS; DE ANDRADE, 2015).

Nao existem legislacbes especificas para tolerancias residuais em vinhos
(somente para uvas) para nenhum dos pesticidas desse trabalho. Desde a uva
que sera processada até se obter o vinho, a concentracdo de um pesticida pode
variar de acordo com a etapa do processo. Um estudo que investigou, dentre
outros pesticidas, o imidaclopride, mostrou que a variagao de sua concentracao
€ muito pequena durante todo o processo. No entanto, para outros analitos, essa

variagao pode ser significativa (PAZZIROTA et al., 2013).

Na Tabela 3 sado apresentados valores dos limites maximos de residuo
(LMR) tolerados para uva na Europa e nos Estados Unidos, e que servem como

referéncia para a elaboragao das regulamentag¢des nacionais.
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Tabela 3. Limites maximos de residuo para uva permitidos na Europa e nos Estados

Unidos.
LMR (mg kg™)
Europa® Estados Unidos®)
Imidaclopride 1,0 1,0
Carbofurano 0,002 0,4*
Tebuconazol 1,0 50

Fonte: (a) Comissao Europeia (EC); (b) Agéncia de Protecdo Ambiental norte-americana
(EPA); *Legislacao expirada em 2009.

1.5.3.1 Imidaclopride

O imidaclopride pertence a maior classe de novos inseticidas sintéticos,
denominada neonicotindides. E utilizado mundialmente no controle de insetos
em diversos cultivos do agronegocio e de pulgas em animais domeésticos.
Embora apresente baixa toxicidade, um estudo realizado por Ramazan Bal e
colaboradores aponta diminuicdo da fertilidade de ratos machos quando
submetidos a exposig¢do cronica (longa exposicdo a substancias toxicas em
concentragdes reduzidas), mesmo em concentracgdes inferiores a 1,0 mg/kg de
massa corporal (BAL et al., 2012). Introduzido inicialmente nos Estados Unidos
em 1991, o primeiro inseticida derivado da nicotina, foi licenciado na Europa 3

anos depois.

Aférmula estrutural do imidaclopride esta representada na Figura 2 e suas

propriedades fisico-quimicas na Tabela 4.



Figura2. Férmula estrutural do Imidaclopride
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Fonte: Préprio autor

Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas do imidaclopride
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Nome 1[(6-chloro-3-pyridinyl)methyl]-N-

nitro-2-imidazolidinimine

Formula molecular CoH10CIN5O2
Massa molar (g mol) 255,7
Ponto de fusao (°C) 144
Densidade (g mL™") 1,54
Solubilidade em agua a 20°C (mg L") 610
Coeficiente de particdo octanol/agua 0,57
(logP)

Fonte: Pesticide Properties DataBase
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1.5.3.2 Carbofurano

Pesticida do grupo N-metil carbamato amplamente utilizado como
inseticida, nematicida e acaricida sistémico e de contato. Apresenta um amplo
espectro de atividade contra diversas pragas da atividade agricola. Por
apresentar alta toxicidade para mamiferos (DLso = 8-11 mg/kg em ratos), e muitas
outras espécies animais, requer grande cuidado para se evitar a contaminagéo
ambiental afim de se preservar a saude humana e da biota (OTIENO et al.,
2010). O carbofurano apresenta toxicidade elevada mesmo em baixos niveis de
exposi¢cao, podendo apresentar efeitos agudos, subagudos e crénicos em

organismos nao alvos (GUPTA, 1994).

A Figura 3 representa a formula estrutural do carbofurano e suas

propriedades fisico-quimicas estdo representadas na Tabela 5.

Figura 3. Formula estrutural do Carbofurano
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Fonte: Préprio autor
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Tabela 5. Caracteristicas fisico-quimicas do carbofurano
Nome 2,3-dihydro-2,2-

dimethylbenzofuran-7-

ylmethylcarbamate

Férmula molecular C12H15NOs3
Massa molar (g mol") 221,3
Ponto de fuséo (°C) 153
Densidade (g mL™") 1,26
Solubilidade em agua a 20°C (mg L") 322
Coeficiente de particdo octanol/agua 1,8
(logP)

Fonte: Pesticide Properties DataBase

1.5.3.3 Tebuconazol

Fungicida sistémico que apresenta um amplo espectro de agao.
Pertencente ao grupo quimico dos triazois, o tebuconazol ¢ mundialmente
utilizado no controle de fungos patdégenos de frutas, castanhas, cereais e
verduras. Seus residuos podem persistir nos frutos e outras partes vegetativas
das plantas, tornando seu controle uma acao importante afim de garantir a

preservagao da saude humana (YOU et al., 2016).

A férmula estrutural do tebuconazol esta representada na Figura 4. Na

Tabela 6 estao representadas suas propriedades fisico-quimicas.



Figura 4. Férmula estrutural do Tebuconazol
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Tabela 6. Propriedades fisico-quimicas do tebuconazol
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Nome

Formula molecular
Massa molar (g mol")
Ponto de fusao (°C)
Densidade (g mL™")

Solubilidade em agua a 20°C
(mg L)

Coeficiente de particao

octanol/agua (logP)

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

C16H22CIN3O
307,8
105
1,25

36

3,7

Fonte: Pesticide Properties DataBase
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A toxicidade apresentada por esses compostos torna importante a analise
de vinhos para verificar se, uma vez presentes nos mesmos, suas quantidades

estdo abaixo dos limites de residuos regulamentados.

1.6 Determinagao de pesticidas em vinho

Diversas técnicas analiticas sao utilizadas para a determinacéo residual
de pesticidas em alimentos. Devido a complexidade das amostras de vinhos, os
procedimentos propostos para determinacdo de pesticidas, usualmente
empregam técnicas analiticas de separagdes. As técnicas cromatograficas sao
amplamente utilizadas para esse fim. Particularmente, para a analise de vinhos
e sucos de uva, segundo um trabalho de revisdo de autoria de Baohui Jin e
colaboradores (JIN et al.,, 2012), verificou-se que a maioria dos artigos
publicados relacionados ao tema, reporta o uso de cromatografia gasosa (GC)
para essas determinag¢des. Contudo, uma parcela significativa dos artigos adota
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para a separagao dos analitos
com diferentes tipos de detecgao, embora o sistema de detecgado acoplado mais

amplamente utilizado seja a espectrometria de massas (MS).

Um estudo recente efetuou uma simples preparagao da amostra de vinhos
através de centrifugacdo, diluicdo do sobrenadante numa mistura de
acetonitrila/agua (1:9) seguida de filtragdo. Cromatografia liquida foi aplicada
para a separacao dos 3 analitos, cuja fase movel por gradiente foi composta por
acido formico (1%) e acetonitrila. A simplicidade do método de preparacao se
deve a técnica de deteccdo empregada (espectrometria de reflectancia)

utilizando biosensores significativamente seletivos (KOUKOUVINOS et al., 2017)
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A detecgéao por captura eletrénica foi reportada em um trabalho realizado
por Wei-Jun Kong e colaboradores em que foram determinados residuos de 27
pesticidas em vinhos. O método QUEChERS foi utilizado na preparacao das
amostras e a cromatografia gasosa (GC) empregada na separacéo dos analitos

(KONG et al., 2016).

1.6.1. Preparagao da amostra

A complexidade das amostras de vinhos e os baixos niveis de
concentracdo os quais os pesticidas estdo presentes neste tipo de amostra,
tornam necessario o0 emprego de etapas de preparo de amostra para remogao
de potenciais interferentes e/ou pré-concentracdo dos analitos. Diversas
técnicas tém sido empregadas para este fim, como: (i) extracao liquido-liquido
(CABRAS et al., 2001) em que foram empregados 10 mL de hexano para a
extragao de pesticidas em 10 g de amostras de vinho; (ii) extracdo em fase sélida
(TOPUZ; OZHAN; ALPERTUNGA, 2005) onde os analitos foram adsorbidos em
um material sélido previamente tratado com 20 mL de metanol e eluidos com 3
mL de diclorometano; (iii) microextracdo em fase sélida (RAVELO-PEREZ et al.,
2008) onde uma fibra contendo o material adsortivo foi adicionado diretamente
na amostra e a eluicdo dos pesticidas realizada com a utilizagcdo de 1 mL de
metanol; (iv) extragdo em barra sortiva (MAGGI et al., 2008), (v) dispersao de
matriz em fase solida (ALBERO; SANCHEZ-BRUNETE; TADEO, 2003), trabalho
em que foram empregados de 2 a 10 mL de acetato de etila para a eluicdo dos
analitos, de acordo com o nivel de fortificagdo adotado; (vi) microextragdao em

gota unica (MARTENDAL; BUDZIAK; CARASEK, 2007) onde, apesar da
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utilizacao de infimas quantidades de solvente no processo de extragdo (2 pL) as
seringas utilizadas foram, apos cada analise, lavadas 20 vezes com acetona e
10 vezes com 1-octanol. Apesar destas técnicas apresentarem alta eficiéncia na
etapa de limpeza da amostra e pré-concentracio, o seu desempenho na analise
de multiresiduos de pesticidas, em alguns casos, ndo € satisfatério devido a
diversidade das caracteristicas fisico-quimicas dos analitos. Além disso, em
muitos casos € empregada uma grande quantidade de solventes em todo o

processo de extragao.

Uma técnica que mostra eficiente no que se diz respeito a economia de
reagentes é a microextracdo em gota unica (SDME). Em um artigo publicado, o
autor utiliza uma seringa de inje¢cdo cromatografica em que uma micro gota com
volume de 1 pL de tolueno foi exposta no interior da amostra de vinho. Apos 30
minutos de agitacdo magnética, a gota contendo os analitos extraidos foi
recolhida para o interior da seringa foi imediatamente injetada no sistema de

cromatografia gasosa (DOS ANJOS; DE ANDRADE, 2015).

Uma técnica que foi recentemente utilizada se baseia na adigcdo de
dicloroetano (solvente extrator) para a extragao de pesticidas organofosforados
e atrazinas em vinhos. Através da agitagao por vortex por 30 segundos, seguida
de banho de ultrassom por 10 minutos. O método é conhecido como
microextragcao liquido-liquido dispersiva assistida por vortex e tem como
vantagens a pré concentracdo dos analitos além da utilizagdo de pequenas
quantidades de solvente para a extragdo (250 uL no caso desse estudo)

(CINELLI et al., 2014).
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Outra técnica bastante recente e que foi aplicada a determinacdo de
inseticidas em amostras de vinho € a microextracéo liquido liquido dispersiva
assistida por evaporagdo. Em um artigo publicado em 2017, Irina Timofeeva e
colaboradores adicionaram 400 yL de uma mistura (1:1) de diclorometano (alta
densidade e volatilidade) e hexanol (baixa densidade) a 10 mL de amostra de
vinho branco num frasco conico que, apos agitagcdo permanece no fundo do
frasco. Apds a adigdo de glicose e aquecimento ocorreu a transferéncia dos
analitos para a parte superior enquanto o diclorometano evapora e os analitos
presentes no octanol, menos denso e menos volatil. Essa fase sobrenadante foi
entdo analisada através de um sistema HPLC-MS. Assim, sao utilizados

pequenos volumes de solvente (TIMOFEEVA et al., 2017).

Afim de se contornar as limitagdes dos métodos multiresiduos existentes,
foi proposto um novo procedimento para a extracdo dos pesticidas em amostras
de alimentos da agricultura, conhecido como QUEChERS (quick, easy, cheap,
efective, rugged and safe) (ANASTASSIADES et al., 2003). O método surge com
a proposta de ser, supostamente, muito vantajoso por sua rapidez, facilidade,
economia, eficiéncia, robustez e segurancga, carateristicas que lhe conferem o
nome. A praticidade, o desnecessario uso de instrumentagdes especificas, seu
excelente desempenho e compatibilidade com a maioria das técnicas de
separacgao popularizaram o método QUEChERS. Ele é baseado em trés etapas:
(i) extracdo com acetonitrila; (ii) particao promovida pela adigdo de sais e (iii)
extragao em fase solida. Na Figura 5 estao apresentadas as principais etapas do
método QUEChERS original e duas variantes. Contudo, o método original sugere
0 emprego de uma quantidade relativamente grande de solvente (10 mL de

acetonitrila).
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Figura 5. Etapas do método QUEChERS

10 g amostra
+

10 ml acetonitrila

15 g amostra
+

15 ml acetonitrila

10 g amostra
+

10 ml acetonitrila

4g MgSO,
+
1g NaCl

+

1 g CGH5Na307'2H20
+
0,5 g CEHBNazoy' 1 ,5H20

6 g MgSO,
+

1,5 g CH;COONa

1 mL sobrenadante
+
150 mg MgSO,
+
25 mg PSA

1 mL sobrenadante
+
150 mg MgSO,
+
50 mg PSA

1 mL sobrenadante
+
150 mg MgSO,
-+

25 mg PSA

A utilizacdo do método QUEChERS na determinacao de 17 pesticidas em
vinho tinto foi reportada em um estudo (WANG; TELEPCHAK, 2013) seguindo o
método tradicional em que foram empregados 10 mL de acetonitrila para a
extragao dos analitos e a adigdo de sais para a separacgao de fases (parti¢ao).
Nesse trabalho foi feita a limpeza da amostra utilizando diferentes quantidades
de PSA (extragcdo em fase solida dispersiva). A medida em que se aumentou a
quantidade de PSA, as amostras tornaram-se mais claras, uma vez em que
pigmentos, acucares e acidos organicos sado removidos, otimizando a

determinacgao dos pesticidas estudados.
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2. OBJETIVOS

Esse trabalho tem como objetivo principal o desenvolvimento de um
procedimento de preparo de amostra baseado na metodologia QUEChERS para
determinacao residual de 3 pesticidas em vinhos, que sdo conhecidamente
empregados no cultivo da videira, por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
detecgdo por espectrofotometria no ultravioleta. Dessa forma, poder assegurar

que os limites maximos de residuo (LMR) regulamentados sejam respeitados.

Objetivos especificos incluem a miniaturizagcdo do procedimento
QUEChERS pela avaliacdo do uso de diminutas quantidades de solvente e sais
a fim de se obter resultados compativeis com o método original, seguindo assim,
as tendéncias da quimica verde no sentido de minimizar a gerac¢ao de residuos.
A aplicagao do procedimento otimizado a analises de vinhos tintos, rosé e branco

constitui o objetivo final deste trabalho.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Equipamentos

Foram utilizados dois instrumentos analiticos: Um cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia modular Shimadzu LC-10AVP equipado com bomba LC-10ADvp,
valvula selenoide FCV-10ALvp, degaseificador DGU-2A, forno CTO-10Avp,
detector de ultravioleta SPD-10Avp e interface SCL-10Avp. O segundo
equipamento € um cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu LC-6AD

equipado com detector de ultravioleta com arranjo de diodos SPD-M20A.

Na otimizagdo do método foi utilizado o sistema de injecdo manual
primeiramente descrito. Para estimativa das caracteristicas analiticas e analises
das amostras foi empregado um sistema automatizado devido ao grande numero
de amostras a serem analisadas e pela maior sensibilidade que apresenta,

devido a sua tecnologia mais recente.

Em conjunto com ambos os sistemas se fez o uso de uma coluna de
separacao de fase reversa da Phenomenex, Gemini 5u C18 CLC-ODS de 150 x
4,6mm d.i. As injecbes manuais foram realizadas com o auxilio de uma seringa

de injecao para cromatografia.

As pesagens dos sais e padrdes analiticos foram realizadas utilizando
uma balanga analitica (Shimadzu, AUY220). Para centrifugagéo utilizou-se uma

mini centrifuga Interprise Modelo C1008-P.
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3.1.1 Condigoes cromatograficas

Na separacao dos analitos foi utilizada fase movel por gradiente composta
por acetonitrila e agua cuja composi¢cdo (ACN/agua) variou, nos primeiros 10
minutos da corrida, da proporgédo em volume de 20:80 até 80:20. Dos 10 aos 15
minutos a composigao retornou a proporgao inicial (20:80) e assim permaneceu
até o final da corrida, totalizando 20 minutos. A temperatura do forno foi fixada
em 35°C. Durante a etapa de otimizacdo do método o detector foi fixado no
comprimento de onda de 220nm. Na etapa final do trabalho (analise de vinhos)
utilizando o cromatégrafo automatizado com detecgédo UV-DAD, foi selecionado
o comprimento de onda de absorgao maxima para cada analito: 296 nm para o

imidaclopride e 221 nm tanto para o carbofurano como o tebuconazol.

3.2 Reagentes e solugoes

A agua deionizada (R = 18MQcm) utilizada na preparacédo de todas as
solugdes foi obtida de um sistema de purificacdo Q (Milipore — DirectQ, Belford,
MA, USA). Acetonitrila com grau de pureza HPLC (= 99,9%), foi adquirida da
Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha). Sulfato de magnésio, cloreto de sddio e
acetato de sodio, todos de pureza analitica (PA) foram obtidos da Synth
(Diadema, Brasil). Os padrdes analiticos dos pesticidas foram obtidos da Sigma

Aldrich (Darmstadt, Alemanha).
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3.3 Preparacao da amostra

3.3.1 Dopagem dos vinhos

As amostras de vinho foram dopadas com solugdes de acetonitrila/agua
na propor¢ao 1:1 (propor¢gao média da composigcao da fase mdvel por gradiente
durante a corrida) contendo os padroes analiticos dos trés pesticidas. Diferentes
concentracbes foram obtidas especificamente para cada etapa do presente

trabalho.

3.3.2 Extracao dos analitos

A extracao dos pesticidas foi realizada utilizando o método QUEChERS
miniaturizado, na qual uma aliquota de 0,5 mL da amostra foi transferida para
um frasco eppendorf com capacidade para 2,0 mL, seguido da adi¢ao de 0,5 mL
de acetonitrila. A mistura foi agitada manualmente por 1 minuto. Em seguida
foram adicionados 150 mg de acetato de sédio anidro e 50 mg de cloreto de
sédio. Novamente foi realizada agitagdo manual por 1 min. As amostras foram,
entdo, centrifugadas por 5 min conseguindo-se, assim, a formagédo de um
sistema bifasico (aquoso e organico). Cerca de 100 uL da fase organica foram
extraidos manualmente com o auxilio de uma seringa de injecdo para
cromatografia e imediatamente injetada no sistema de cromatografia para
analise. Quando utilizado o sistema HPLC-DAD, removeu-se cuidadosamente

(também através da seringa) praticamente todo o volume da fase organica
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transferindo-o para um frasco de vidro tipo vial com capacidade para 2,0 mL,

para amostragem automatizada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Otimizacao das condi¢oes cromatograficas (HPLC-UV)

Na tentativa de separacdo dos analitos adotando-se eluigdo isocratica,
muitos interferentes das amostras de vinho se sobrepuseram aos picos dos
analitos investigados, especialmente ao imidaclopride, cujo tempo de retengéo
foi o menor (molécula mais polar). Isso se deve a presenga de compostos polares
presentes no vinho que foram extraidos juntamente com os pesticidas durante a
preparagcao da amostra. Para solucionar esse problema foi adotada a eluigao por
gradiente. Uma vez que no inicio da corrida a concentragdo de agua foi muito
elevada (80%), a maior parte desses compostos polares da amostra foram
removidos da coluna nos primeiros 3 minutos de corrida (tempo morto). Nessas
condigbes, o primeiro analito (imidaclopride) foi eluido aos 6,5 minutos,
possibilitando assim, sua deteccdo sem interferéncias que a comprometessem.
Os tempos de retencdo do carbofurano e do tebuconazol foram,
respectivamente, 10,0 min e 12,8 min. Assim, logo no primeiro ensaio obteve-se
um gradiente que possibilitou a separagéo dos pesticidas dos interferentes da
matriz. As condigbes cromatograficas estdo descritas detalhadamente no item

3.1.1.

Os cromatogramas da amostra de vinho branco dopado a 10 mg L' e do

padrao analitico na mesma concentragao estdo representados na Figura 6.
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Figura 6. Cromatograma do vinho branco dopado e do padrao analitico a 10 mg/L
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4.2 Otimizagao do método QUEChERS (preparagao da amostra)

Alguns parametros do procedimento de preparacdo da amostra pelo
método QUEChERS foram otimizados através de analises realizadas fazendo-
se uso do sistema de HPLC-UV. Em todos os ensaios realizados, foram
preparadas amostras de vinho branco dopadas com Imidaclopride, Carbofurano
e Tebuconazol com concentragdo final de 10 mg L' para cada analito. A

preparacao das amostras foi realizada em triplicata.
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4.2.1 Estudos preliminares de miniaturizagao

Tendo como objetivo minimizar a quantidade de solventes e sais utilizados
na preparagdo da amostra, o método original foi miniaturizado reduzindo-se as
quantidades dos reagentes em 20 vezes. As massas de sais utilizadas foram
reduzidas proporcionalmente a reducido dos volumes de amostra e acetonitrila.

Tais quantidades estao representadas na Tabela 7.

Tabela 7. Quantidades de amostra, acetonitrila e sais utilizados na preparagéo da

amostra pelos métodos QUEChERS original e miniaturizado.

Amostra(mL) ACN (mL) MgSOa4(g) NacCl (g)

QUuEChERS 10 10 4 1
original
QUuEChERS 0,5 0,5 0,2 0,05

miniaturizado

Excepcionalmente para este ensaio preliminar, a preparacdo das
amostras, assim como as analises foram realizadas em procedimento unico. Os
resultados comparativos entre o método QUEChERS original e miniaturizado

podem ser observados nas Figuras 7 e 8.
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Figura 7. Cromatograma comparativo dos métodos QUEChERS e micro QUEChERS

para Imidaclopride, Carbofurano e Tebuconazol a 10 mg L™
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Figura 8. Comparagédo do método QUEChERS original e miniaturizado.
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A partir da comparacao das areas dos picos calculadas, pode-se concluir
que a variagcao observada ndo compromete as analises realizadas pelo método
QuEChERS miniaturizado quando comparado ao método original. Contudo, o
ensaio foi realizado posteriormente em triplicata (com os subsequentes

parametros otimizados) e os resultados podem ser observados no item 4.2.4.

4.2.2 Influéncia do tipo de sais

A adicdo de sais a mistura de amostra e acetonitrila tem a fungcao de
mudar as propriedades fisico-quimicas do sistema a fim de se obter duas fases
e diminuir a solubilidade dos analitos na fase aquosa (amostra). Com o intuito de
se obter a melhor combinagéo de sais para a separacao das fases (salting out),
trés diferentes composigcdes foram estudadas. Para tal comparagao, estudou-se
o comportamento de trés misturas, cada uma composta por dois dos seguintes
sais: MgSO4, NaCl e CH3COONa. A Tabela 8 relaciona as combinagdes

utilizadas assim como suas massas.

Tabela 8. Composicao dos sais no processo de separacao de fases.

Experimento Na2SOs4(mg) NaCl (mg) CH3COONa (mg)

A 200 50 -

B 200 - 50

C - 100 100
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Os resultados obtidos pelas analises cromatograficas estédo

representados na Figura 9.

Figura 9. Estudo da composi¢ao da mistura de sais
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Das trés diferentes composi¢cdes de misturas binarias de sais, a mistura
composta por NaCl e CH3COONa se mostrou mais eficaz na extragdo dos trés

analitos.

Na composicdo de melhor desempenho (mistura C), os sais se
solubilizaram por completo na fase aquosa. Ja nas combinacdes A e B, uma
parcela significativa da mistura de sais permaneceu na forma cristalizada. As
evidéncias apontam para o sulfato de sédio como sendo o sal que nao dissolveu-
se por completo, afinal, este ndo estava presente na combinacao C, totalmente
solubilizada. Isso se deve a menor solubilidade do sulfato de sodio (139 g L)
frente ao acetato (465 g L") e cloreto de sadio (359 g L-'). Melhor desempenho
de limpeza da amostra e extracdo dos analitos foi observado nas composigdes

contendo NaCl, pois este contribui na reducdo da extracdo de interferentes
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polares da matriz, além de diminuir a solubilidade dos analitos na fragdo aquosa

(Correia-Sa, et. al, 2012).

4.2.3 Proporgao dos sais

Verificou-se também a influéncia de diferentes proporgbes dos sais
utilizados para a separagédo de fases na preparagcao da amostra. Na Tabela 9
estao relacionadas as quantidades e propor¢des dos sais da combinagao que

apresentou os melhores resultados no estudo do item 4.2.2.

Tabela 9. Proporcao dos sais utilizados no processo de separacao de fases

Experimento NaCl (mg) CH3COONa (mg) Proporcao
A 150 50 3:1
B 50 150 1:3
Cc 100 100 1:1

Os resultados das analises estao representados na Figura 10.
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Figura 10. Estudo da proporgao dos sais utilizados na separagao de fases
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Quando os dois sais anteriormente selecionados (NaCl/CH3COONa)
foram utilizados na proporcéo de 1:3, a extracdo dos pesticidas foi maior exceto

para o tebuconazol, para o qual a propor¢céo C se mostrou mais eficiente.

4.2.4 Miniaturizagao do método QUEChERS

A miniaturizagdo do método de preparagao da amostra de vinhos, agora
sendo conhecidas as melhores composi¢ao e proporgcao dos sais, foi realizada
novamente, dessa vez em triplicata. As quantidades de amostra dopada,

acetonitrila e sais estao representadas na Tabela 10.
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Tabela 10. Comparagédo do método QUEChERS original* e miniaturizado

Amostra(mL) ACN (mL) NaCl (g) CHsCOONa (g)

QuEChERS 10 10 3 1
original*
QuEChERS 0,5 0,5 0,15 0,05

miniaturizado

*Escolha e proporgao de sais otimizadas

Pode-se observar os resultados obtidos comparados ao padrao analitico

na Figura 11.

Figura 11. Avaliacdo dos métodos de extracdo comparados ao padrao
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A miniaturizagdo do método QUEChERS se mostrou efetiva, n&o
apresentando resultados significativamente diferentes comparada ao método

original. O procedimento miniaturizado consome 20 vezes menos sais,
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acetonitrila e amostra, além de ndo empregar a fase de extragao em fase sélida
dispersiva com PSA, o que resulta em um procedimento mais barato, rapido e
ambientalmente amigavel, seguindo as proposigdes da quimica verde

principalmente na prevengao, minimizando a produgéo de residuo.

Como citado no item 1.6.1, em diversos outros artigos € reportada a
utilizacdo de diferentes técnicas de extragdo em que foram utilizados volumes

de solventes muito maiores.

4.3 Caracteristicas analiticas (HPLC-DAD)

Para a construgdo das curvas analiticas foram preparadas 9 solugoes
contendo os 3 pesticidas estudados nesse trabalho. A faixa de concentragdes
analisada (em ug L") foi de 1 a 1000. O solvente utilizado é uma mistura de
acetonitrila e agua deionizada na propor¢ao em volume de 1:1 (composicao

média da fase mével por gradiente durante os 20 minutos de corrida).

Na Figura 12 s&do apresentadas as curvas analiticas obtidas para

imidaclopride, carbofurano e tebuconazol.



48

Figura 12. Curvas analiticas para imidaclopride (A), carbofurano (B) e tebuconazol (C)

(&) 1200 (B)
- / e
} B0
g T 600 v
o - Py
'-Iﬂ-: 000 ~ 400 4 /
/{.- /.’-’
fr'/ 0 '.
0. ol III./'
0 20 40 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Concentragao (ug L) Concentragio (ug L")
1500 -
(€)
f'/.
1200 4
500 | ~

Area

400 4 o~

0 200 400 600 800 1000
Concentragao (ug L")

Baseados nas curvas analiticas da Fig. 11 foram calculados os
parametros para a apresentagdo das figuras de mérito na Tabela 11. O calculo
do limite de detecgao (LD) foi realizado adotando-se a expressao matematica
representada pela Equacao 1.

3xdp
D=
b

Equacéo 1. Calculo do limite de deteccao
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Onde: dp = desvio padrao do branco (linha base); b = coeficiente angular

O limite de quantificagcdo (LQ) foi calculado multiplicando-se o limite de

detecgéo por 3.

Tabela 11. Figuras de mérito calculadas para Imidaclopride, Carbofurano e Tebuconazol

a partir das curvas analiticas da Figura 11.

Analito FL(ugL") n r? a b CV(%) LD (ug/L) LQ (pg/L)
Imidaclopride ~ 1-1000 8 10,9998 2,1331 3468,458 1,47 0,097 0,29
Carbofurano 1-1000 8 10,9996 8,2784 1150,502 2,47 0,17 0,51
Tebuconazol 1-1000 8 10,9996 18,9908 1411,247 2,26 0,14 0,42

Onde: FL = faixa linear; n = numero de pontos na curva; r2 = coeficiente de correlacédo; a =
coeficiente linear; b = coeficiente angular; CV = coeficiente de variagao; LD = limite de detecg¢ao;

LQ = limite de quantificagao

4.4 Analise de vinhos

Seis vinhos, sendo 3 tintos, 2 brancos e 1 rosé foram adquiridos em um
mercado local. Efetuou-se prova de branco em todas as amostras. Um vinho de

cada tipo (totalizando 3 vinhos) foi dopado em 3 diferentes concentragoes.

Com todos os parametros de preparagao das amostras otimizados, assim
como as condigbes cromatograficas, os vinhos foram analisados utilizando-se do
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia automatizado com deteccéao

ultravioleta por arranjo de diodos (HPLC-DAD).
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Dessa forma, foram obtidos 6 resultados para cada vinho analisado, para

0s quais se determinou a meédia aritmética e o desvio padrao.

4.4.1 Analise de vinhos dopados

Trés vinhos (um branco, um tinto e um rosé) foram selecionados e
dopados com os padrbes analiticos dos 3 pesticidas em trés concentracoes

diferentes: 1000 pg L', 500 ug L-'e 100 pg L.

Os resultados obtidos estao apresentados nas Tabelas 12, 13 e 14.

Tabela 12. Resultado obtidos das analises de vinho branco dopado a 1000 ug L™, 500

pug L'e 100 pg L.

Vinho branco

Dopado (ug L*') Encontrado (ug L) Recuperagao (%)

1000 1168 + 45 117
imidaclopride 500 440 + 16 88
100 88+3 88
1000 740 £ 23 74
carbofurano 500 304 £ 6 61
100 52+ 4 52
1000 1054 + 27 105
tebuconazol 500 434 + 48 87
100 39+5 39

No vinho branco dopado, o pesticida imidaclopride apresentou 6timas

recuperagcoes mesmo em baixas concentragdes. A recuperacao do carbofurano
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foi mediana variando entre 74% a 1000 ug L' e 52% a 100 ug L™'. Percebe-se
grande variagdo das recuperagbes do tebuconazol em fungdo das
concentracbes em que se encontra na amostra de vinho branco dopada. Nas
trés concentragcdes em que a dopagem foi feita, em ordem decrescente, obteve-
se as seguintes recuperacoes: 105%, 87% e 39%, sendo a ultima, portanto, a

menos satisfatoria.

Tabela 13. Resultados obtidos das analises de vinho rosé dopado a 1000 ug L™, 500

ug L'e 100 pg L.

Vinho rosé

Dopado (ug L")  Encontrado (ug L) Recuperagao (%)

1000 1059 + 56 106
imidaclopride 500 524 + 10 105
100 8815 88
1000 916 + 46 92
carbofurano 500 409 +11 82
100 66 + 6 66
1000 1081 + 49 108
tebuconazol 500 500 + 38 100
100 <LD —

Quando a matriz foi o vinho rosé, foram obtidos os melhores resultados
de recuperagao dos analitos. Com a exceg¢ao da concentragao mais baixa (100
ug L) em que o tebuconazol néo foi detectado e o carbofurano recuperado em
66%, as recuperacdes nas demais concentragdes foram superiores a 80%. Os

destaques positivos nas concentragbes de 1000 e 500 pg L' foram o
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imidaclopride e o tebuconazol, os quais foram recuperados totalmente, dentro
dos desvios calculados. As recuperagcdes menos satisfatérias ocorreram com
essa matriz dopada a 100 pg L™, na qual o tebuconazol nao foi detectado e o
carbofurano, recuperado em 66%. Todavia, ainda que baixa a concentracdo, o

pesticida imidaclopride apresentou recuperacao de 88%.

Tabela 14. Resultados obtidos das analises de vinho tinto dopado a 1000 pg L', 500 ug

L"e 100 ug L.
Vinho tinto
Dopado (ug L") Encontrado (ug L) Recuperagao (%)
1000 487 + 8 49
imidaclopride 500 168 £ 3 34
100 <LOD —
1000 <LOD —
carbofurano 500 <LOD —
100 <LOD —
1000 958 + 23 96
tebuconazol 500 449 + 43 90
100 33+3 33

O vinho tinto se mostrou a matriz mais problematica quanto a recuperacao
dos analitos. Exceto pelo tebuconazol, que apresentou recuperagdes maiores
que 90%, tanto na concentragdo de 1000 ug L' quanto na de 500 ug L, as
recuperacdes do imidaclopride foram muito baixas mesmo em concentracbes
relativamente mais elevadas e o carbofurano nado péde ser detectado em

quaisquer das trés diferentes concentracbes de dopagem analisadas. Neste
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ultimo caso notou-se a presenca de um interferente da matriz que foi eluido em

um tempo de retengado muito préximo ao do carbofurano (em torno de 9,3 min).

Cations ferro oriundos das uvas estdo presentes no vinho em
concentragdes que podem ultrapassar 1,0 mg/L. Estes ions poderiam,
supostamente, complexar com as moléculas dos analitos (principalmente com o
imidaclopride e o carbofurano, cujas recuperagdes foram as mais problematicas)
provocando uma diminuicdo do sinal de absor¢cdo dos mesmos devido a
alteracdo de suas propriedades. Essa hipotese foi verificada adicionando-se 3
diferentes concentracbes de cloreto férrico hexaidratado as solucdes dos
padroes analiticos dos trés pesticidas em estudo. Os resultados estao

representados na Tabela 13.

Figura 13. Padrdes analiticos com adi¢gdo de Fe*" (0,25 ymol, 0,5 ymol e 1,0
pumol).
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Os resultados mostram que a adicdo de Fe3* as solugbes contendo os

padrdes analiticos dos pesticidas ndo provocou alteragdo significativa na
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detecgdo de quaisquer analitos nas trés diferentes adi¢gdes realizadas. Isso

descarta a hipotese de tais ions estarem complexando com os pesticidas.

Como citado no item 1.2, na produgao do vinho tinto, as peliculas das uvas
participam de toda a etapa de fermentagdo, aumentando a variedade de
espécies quimicas presentes (principalmente compostos fendlicos e polifenois)
assim como suas concentragdes, em comparagao com os demais tipos de vinho.
A capacidade de interacdo dessas espécies pode ter contribuido com os
insatisfatorios resultados de recuperagéo, por terem, supostamente, se ligado
aos analitos alterando suas propriedades fisico-quimicas. Ao analisar as
estruturas quimicas do imidaclopride e do carbofuran, € possivel notar a
presenga de um maior numero de grupos que apresentam pares de elétrons n&o
ligantes quando comparadas ao tebuconazol. Essa caracteristica favorece a

interacao destes pesticidas com esses compostos.

Se essa hipoétese for verdadeira, esse problema pode ser supostamente
contornado efetuando-se a limpeza da amostra por extracao em fase sélida, que
utiliza o PSA como adsorvente, removendo os compostos responsaveis por essa
interacdo. Na tentativa de se de desenvolver um método de baixo custo, essa

etapa nao foi realizada.

Um estudo (JIANG et al., 2009) verificou a eficiéncia do método
QuEChERS na determinagao multiresidual de pesticidas em vinhos em que o
tebuconazol estava presente. Suas recuperacdes variaram de 83% a 94%
(dopagem contendo 0,05 mg L' e 0,2 mg L' respectivamente). Contudo, além

da limpeza da amostra utilizando-se PSA, foram utilizados 5 mL de acetonitrila
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para a extracdo dos analitos. Ressaltando ainda que o sistema de detecgao

adotado foi a espectrometria de massas (MS), muito mais sensivel.

Segundo as recomendagbes da Comissdo Europeia para métodos
analiticos para determinacgao de pesticidas em alimentos, recuperacdes entre 60
e 120% séo aceitaveis para amostras de alimentos de origem animal ou vegetal,
como € o caso dos vinhos (C.E., 2007). Além disso, no menor nivel de
concentragcéo avaliado € aceitavel desvios padrdes de até 30% entre amostras
dopadas. Considerando estes parametros, o procedimento desenvolvido é
aplicavel a determinacéo dos pesticidas em estudo em amostras de vinho branco
e roseé. Nestas matrizes, a maioria dos valores de recuperagao satisfazem as
recomendacgdes da Comissao Europeia. As recuperacdes para as amostras de
vinho tinto ficaram abaixo dos recomendados devido a maior complexidade

deste tipo de matriz.

4.4.2 Analise de amostras reais de vinhos

Todos os seis vinhos adquiridos foram analisados adotando-se

rigorosamente o mesmo procedimento utilizado na analise dos vinhos dopados.

Dentro das limitagdes de sensibilidade do equipamento utilizado, nao foi
possivel detectar a presenga de nenhum dos trés pesticidas investigados nas

amostras de quaisquer um dos 6 vinhos analisados.
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5. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostram que € possivel obter uma
eficaz extracdo de pesticidas em amostras de vinho pelo método QUEChERS
miniaturizado, mesmo reduzindo em 20 vezes as quantidades de solventes e
sais utilizados no processo quando comparadas ao método original. Dessa
forma, além de se conseguir grande economia de reagentes, minimiza-se o
descarte dos mesmos ampliando as suas vantagens, também para o ponto de

vista ambiental.

O procedimento desenvolvido apresentou recuperacdes satisfatorias para
os vinhos branco e rosé (acima de 80% para os 3 pesticidas), enquanto para o
vinho tinto ndo se atingiu valores aceitaveis de recuperagédo. Apesar deste
inconveniente, as vantagens do procedimento proposto superam esta
desvantagem, sendo a estratégia uma alternativa ambientalmente amigavel na
analise de vinhos branco e rosé, uma vez que emprega quantidades muito
inferiores de solventes e amostra, além de evitar a etapa de extragao em fase

solida dispersiva.

As limitacdes do sistema de detecgao espectrofotométrica utilizado, pode
ser superada com a implementagao de um sistema mais sensivel, a exemplo da
espectrometria de massas. Todavia, os resultados obtidos nesse trabalho s&o de
grande serventia para se assegurar o respeito as regulamentag¢des acerca dos
limites maximos de residuo (LMR) para o imidaclopride e o tebuconazol,
orientados pelos 6rgaos europeus e norte-americanos e que sao utilizados no

Brasil.



57

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA — ANVISA. Nota técnica:
Reavaliagéo toxicoldgica do ingrediente ativo carbofurano.

ALBERO, B.; SANCHEZ-BRUNETE, C.; TADEO, J. L. Determination of
Organophosphorus Pesticides in Fruit Juices by Matrix Solid-Phase Dispersion
and Gas Chromatography. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.
51, n. 24, p. 6915-6921, 1 nov. 2003.

https://doi.org/10.1021/jf030414m

ALMEIDA, C. Guia completo sobre os principais tipos e classificagoes de
vinhos.

ALPUIM, J. P. Aprendendo a Quimica do Vinho. Boletim da Sociedade
Portuguesa de Quimica, v. 65, p. 13-27, 1997.

ANASTASSIADES, M. et al. Fast and easy multiresidue method employing
acetonitrile extraction/partitioning and “dispersive solid-phase extraction” for the
determination of pesticide residues in produce. Journal of AOAC
International, v. 86, n. 2, p. 412—431, 2003.

ANDRADES, T. O. DE. Revolugéao verde e apropriacao capitalista. CES
Revista, v. 21, p. 43-56, 2007.

BAIRD, C.; CANN, M. Quimica Ambiental. 4. ed. Porto Alegre: bookman,
2011.

BAL, R. et al. Assessment of imidacloprid toxicity on reproductive organ system
of adult male rats. Journal of Environmental Science and Health, Part B, v.
47,n. 5, p. 434-444, 1 maio 2012.
https://doi.org/10.1080/03601234.2012.663311

CABRAS, P. et al. Fenhexamid residues in grapes and wine. Food Additives
and Contaminants, v. 18, n. 7, p. 625-629, 2001.
https://doi.org/10.1080/02652030120571

CINELLI, G. et al. Ultrasound-vortex-assisted dispersive liquid-liquid
microextraction coupled with gas chromatography with a nitrogen-phosphorus
detector for simultaneous and rapid determination of organophosphorus
pesticides and triazines in wine. Analytical Methods, v. 6, n. 3, p. 782—-790,
2014.

https://doi.org/10.1080/02652030120571



58

DAMALAS, C. A.; ELEFTHEROHORINOQOS, I. G. Pesticide exposure, safety
issues, and risk assessment indicatorsinternational Journal of Environmental
Research and Public Health, 2011.

DOS ANJOS, J. P.; DE ANDRADE, J. B. Simultaneous determination of
pesticide multiresidues in white wine and ros?? wine by SDME/GC-MS.
Microchemical Journal, v. 120, p. 69-76, 2015.
https://doi.org/10.1016/j.microc.2015.01.009

GUPTA, R. C. Carbofuran toxicity. Journal of Toxicology and Environmental
Health, v. 43, n. 4, p. 383—418, dez. 1994.
https://doi.org/10.1080/15287399409531931

HUMAN RIGHTS COUNCIL, U. N. Report of the Special Rapporteur on the
right to food. Ge. Anais...2017

INSTITUTO BRASILEIRO DO VINHO. Agrotoxicos registrados para a cultura
da videira. 2014.

JIANG, Y. et al. Multiresidue method for the determination of 77 pesticides in
wine using QUEChERS sample preparation and gas chromatography with mass
spectrometry. Food Additives and Contaminants - Part A Chemistry,
Analysis, Control, Exposure and Risk Assessment, v. 26, n. 6, p. 859-866,
2009.

https://doi.org/10.1080/02652030902822794

JIN, B. et al. Multi-residue detection of pesticides in juice and fruit wine: A
review of extraction and detection methods. Food Research International, v.
46, n. 1, p. 399409, 2012.

https://doi.org/10.1016/j.foodres.2011.12.003

KONG, W.-J. et al. Trace analysis of multi-class pesticide residues in Chinese
medicinal health wines using gas chromatography with electron capture
detection. Scientific Reports, v. 6, p. 21558, 17 fev. 2016.
https://doi.org/10.1038/srep21558

KOUKOUVINQOS, G. et al. Fast simultaneous detection of three pesticides by a
White Light Reflectance Spectroscopy sensing platform. Sensors and
Actuators, B: Chemical, v. 238, p. 1214-1223, 2017.
https://doi.org/10.1016/j.snb.2016.09.035

MAGGI, L. et al. Comparison of stir bar sorptive extraction and solid-phase
microextraction to determine halophenols and haloanisoles by gas
chromatography—ion trap tandem mass spectrometry. Talanta, v. 75, n. 3, p.
753-759, 15 maio 2008.

https://doi.org/10.1016/j.talanta.2007.12.013



59

MARTENDAL, E.; BUDZIAK, D.; CARASEK, E. Application of fractional factorial
experimental and Box-Behnken designs for optimization of single-drop
microextraction of 2,4,6-trichloroanisole and 2,4,6-tribromoanisole from wine
samples. Journal of Chromatography A, v. 1148, n. 2, p. 131-136, 4 maio
2007.

https://doi.org/10.1016/j.chroma.2007.02.079

MELLO, L. Panorama da produgao de uvas e vinhos no Brasil. Campo &
Negébcios, Uberlandia, v. 12, n. 142, p. 54-56, 2017.

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), 2014. Disponivel
em:
<http://www.mpsp.mp.br/portal/page/portal/cao_consumidor/legislacao/leg_prod
utos_humano/IN-16-2010-MAPA .pdf>

OTIENO, P. O. et al. Carbofuran and its toxic metabolites provide forensic
evidence for Furadan exposure in vultures (Gyps africanus) in Kenya. Bulletin
of Environmental Contamination and Toxicology, v. 84, n. 5, p. 536-544,
2010.

https://doi.org/10.1007/s00128-010-9956-5

PAZZIROTA, T. et al. Processing factor for a selected group of pesticides in a
wine-making process: distribution of pesticides during grape processing. Food
Additives & Contaminants. Part A, Chemistry, Analysis, Control, Exposure
& Risk Assessment, v. 30, n. 10, p. 1752-1760, 2013.
https://doi.org/10.1080/19440049.2013.815806

PHILLIPS, R. Uma breve histéria do vinho. 1. ed. Rio de Janeiro: Record,
2003.

PINGALLI, P. L. Green Revolution: Impacts, limits, and the path ahead.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, v. 109, n. 31, p. 12302-12308, 31 jul. 2012.
https://doi.org/10.1073/pnas.0912953109

RAVELO-PEREZ, L. M. et al. Solid-phase microextraction and sample stacking
micellar electrokinetic chromatography for the analysis of pesticide residues in
red wines. Food Chemistry, v. 111, n. 3, p. 764-770, 1 dez. 2008.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2008.04.020

TIMOFEEVA, I. et al. An evaporation-assisted dispersive liquid—liquid
microextraction technique as a simple tool for high performance liquid
chromatography tandem—mass spectrometry determination of insecticides in
wine. Journal of Chromatography A, v. 1512, n. Supplement C, p. 107-114,
2017.



60

TOPUZ, S.; OZHAN, G.; ALPERTUNGA, B. Simultaneous determination of
various pesticides in fruit juices by HPLC-DAD. Food Control, v. 16, n. 1, p.
87-92, 2005.

https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2003.11.012

WANG, X.; TELEPCHAK, M. J. Determination of Pesticides in Red Wine by
QuEChERS Extraction, Rapid Mini-Cartridge Cleanup and LC-MS-MS
Detection. LC-GC Europe, v. 26, n. 2, p. 6676, fev. 2013.

WEBER, J. et al. Endosulfan, a global pesticide: A review of its fate in the
environment and occurrence in the Arctic. Science of The Total Environment,
v. 408, n. 15, p. 2966-2984, 1 jul. 2010.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2009.10.077

YOU, X. et al. Residue analysis and risk assessment of tebuconazole in jujube (
Ziziphus jujuba Mill ). Biomedical Chromatography, 2016.



