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RESUMO

ANALISE DE RESIUDUO DE FUNGICIDA AZOXISTROBINA EM VINHOS
PRODUZIDOS NA FRONTEIRA OESTE DO RS EMPREGANDO HPLC-DAD

DORIS GROEHS

Orientadora: Miriane Lucas Azevedo
Itaqui, 06 de maio de 2013

O Rio Grande do Sul é o maior produtor brasileiro de vinhos, suco de uva e
derivados, onde séo elaborados, em média, 340 milhdes de litros de vinhos e mostos
por ano. Nos Ultimos trés anos, um novo polo viticola comeca a surgir com
investimentos na implantagdo de vinhedos de Vitis vinifera. A viticultura esta sendo
implantada em outros municipios ndo tradicionais como alternativa de diversificacdo
de pequenas propriedades, principalmente na regido do Alto Uruguai do Rio Grande
do Sul. A obtencéo de vinhos de boa qualidade e de insercao internacional necessita
da realizacdo de andlises fisico-quimicas, estas sdo fundamentais para o
monitoramento do processo e identificacdo de possiveis alteracbes. Entre as
analises, destaca-se a determinacdo de residuos de agrotéxicos, provenientes dos
processos de cultivo da uva. O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca do
fungicida azoxistrobina em amostras de vinhos Cabernet Sauvignon proveniente da
Fronteira-Oeste do RS empregando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a detector de Arranjo de Diodos (HPLC-DAD). O método QUEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugedand Safe) € o método mais consolidado e seu
uso em alimentos tem sido cada vez mais ampliado. As técnicas de Cromatografia
Gasosa (GC) e Cromatografia Liquida (HPLC) sdo as principais ferramentas
aplicadas em analise de residuos em alimentos e bebidas por permitir que a
confirmacdo e a determinacdo de um grande numero de compostos sejam
realizadas simultaneamente. O método realizado foi aplicado na determinacdo de
residuos de azoxistrobina em 5 amostras de vinho tinto Cabernet Sauvignon de
diferentes marcas provenientes de zonas de cultivo da Fronteira Oeste do RS safra
2011. Conforme os dados apresentados observa-se que nao foram detectados (n.d.)
residuos de fungicida no método empregado, e que as amostras avaliadas estdo de
acordo com o Limite Maximo de Residuo (LMR) estabelecido pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) de 500 pg kg™. Portanto, pode-se concluir que a
aplicacdo deste agrotoxico esta sendo realizada dentro do preconizado pelas Boas
Praticas Agricolas.

Palavras-chave: Enologia, Estrobilurinas, Cromatografia, QUEChERS.



ABSTRACT

ANALISE DE RESIUDUO DE FUNGICIDA AZOXISTROBINA EM VINHOS
PRODUZIDOS NA FRONTEIRA OESTE DO RS EMPREGANDO HPLC-DAD

DORIS GROEHS

Orientadora: Miriane Lucas Azevedo
Itaqui, 06 de maio de 2013

The Rio Grande do Sul is the largest producer of wines, grape juice and derivatives,
which are produced on average 340 million liters of wine and must annually. Over the
past three years, a new polo vineyard begins to emerge with investments in
deploying vineyards V. vinifera. The viticulture is being implemented in other
municipalities nontraditional alternative diversification of small farms, mostly in the
Upper Uruguay, Rio Grande do Sul Obtaining good quality wines and international
integration requires the realization of physicochemical analyzes, these are
fundamental for the process monitoring and identification of possible changes.
Between analyzes, highlights the determination of pesticide residues, from the
processes of grape growing due to increased production. The objective of this study
IS to evaluate the presence of the fungicide azoxystrobin in samples of wines from
the Border West of the RS using high performance liquid chromatography coupled
with diode array detector (HPLC-DAD). The QUEChERS method (Quick, Easy,
Cheap, Effective, Safe Rugedand) is the most consolidated and its use in food has
been increasingly expanded. The techniques of gas chromatography (GC) and liquid
chromatography (HPLC) are the main tools applied to the analysis of residues in food
and beverages for allowing confirmation and determination of a large number of
compounds are performed simultaneously. The developed method was applied to the
determination of residues of azoxystrobin in 5 samples of red wine Cabernet
Sauvignon from different brands from growing areas of Western Border in RS.
According to data presented notes that were not detected (nd) fungicide residues,
and that the samples are evaluated according to the Maximum Residue Level (MRL)
established by the National Agency for Sanitary Surveillance (ANVISA) 500 mg kg- 1.
Therefore, it can be concluded that the application of pesticides is being held within
the one recommended by the Good Agricultural Practices.

Keywords: Enology, Strobirulin, Crotagraphyc, QUEChERS.
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1 INTRODUCAO

A Vvitivinicultura ocupa, no Brasil, uma area de 82 mil hectares, com uma
producdo de 1,4 milhdes de toneladas de uvas por ano. O Rio Grande do Sul é o
maior produtor de vinhos, suco de uva e derivados, onde séo elaborados, em média,
340 milhdes de litros de vinhos e mostos por ano (MELLO, 2012).

A historia da vitivinicultura do Rio Grande do Sul possui uma estreita relacao
com a colonizacao italiana estabelecida no estado, sobretudo na Serra Gaulcha e na
regido Central, a partir de 1875 (MENEGUZZO et al., 2006).

Condicionada pelo isolamento, em relagdo as principais regides vitivinicolas
do mundo, e pressionada pelas condi¢cdes ambientais, por vezes indspitas a videira,
principalmente das cultivares de Vitis vinifera, esta vitivinicultura pioneira se
manteve, até meados nos anos 1970, sem investimentos externos significativos.
Com a globalizagdo da economia brasileira, a partir dos anos 1980, e pressionada
pela forte concorréncia internacional, uma nova Vvitivinicultura, estabelecida numa
base tecnologica moderna, diferentemente daquela tradicional (parte da Serra
Gaucha e Regido Central), vem concentrando seus investimentos em regides que
apresentam vantagens comparativas relativamente aquela tradicional, neste
contexto destacam-se como regifes jA consolidadas: a Serra do Sudeste e a
Campanha e, em fase inicial, mas com grande potencial, a regido dos Campos de
Cima da Serra e a fronteira oeste (MENEGUZZO et al., 2006).

Assim, a vitivinicultura do Rio Grande do Sul em 2010, a despeito da sua
tradicdo e dispersédo, esta estruturada com base nestes polos produtores (MELLO,
2011). A obtencéo de vinhos de boa qualidade e de insercéo internacional necessita
da realizacdo de andlises fisico-quimicas, estas sdo fundamentais para o
monitoramento do processo e identificacdo de possiveis alteracbes. Entre as
andlises, destaca-se a determinacdo de residuos de agrotéxicos, provenientes dos
processos de cultivo da uva. O aumento da producao, no RS, foi motivado tanto pelo
incremento na area plantada tanto na regido tradicional como em novos polos
produtores como pelas excelentes condicdes climaticas (MELLO, 2011).

As condicbes meteoroldgicas exercem grande efeito no desenvolvimento e
na produtividade do vinhedo, assim como na qualidade da producédo. Essa influéncia
ocorre em todos os estadios fenoldgicos da planta, desde o repouso vegetativo

durante o inverno, passando pela brotacao, floracado, frutificacdo e crescimento das



bagas ao longo da primavera/verdo, maturacdo no verao, e até a queda das folhas
no outono. As condi¢cfes do tempo também sdo determinantes para a ocorréncia de
pragas e doencas como, por exemplo, doencas fungicas como o6idio, mildio e
podriddo do cacho (MANDELLI et al., 2011).

Residuos de agrotoxicos em frutas e vegetais sdo uma grande preocupacao
para os consumidores devido aos seus efeitos negativos na saude, sendo 0s
alimentos, uma das rotas mais comuns de exposicdo humana aos agrotoxicos
(ZHANG et al., 2009). Exposi¢cdes combinadas a diferentes residuos de agrotoxicos
podem ocorrer como consequéncia da ingestdo de um simples alimento contendo
multirresiduo ou de uma combinacdo de diversos produtos alimenticios, cada um
contendo um ou mais tipos de residuos (ZHANG et al., 2009).

As bebidas, como o vinho, estdo também sob investigacdo com relacédo a
ocorréncia desses residuos. Alguns estudos verificaram a reducdo dos niveis de
residuos de agrotéxicos devido as técnicas de processamento da uva, porém,
mesmo com as etapas que ocorrem durante o processo de vinificacdo, os residuos
nao sdo completamente removidos.

Os agrotoéxicos pertencem a classe dos poluentes ambientais mais estudados
atualmente, e sua determinacdo em diferentes matrizes se torna cada vez mais
necessaria, devido aos altos indices de alimentos contaminados por esses residuos.
No Brasil, o Programa de Andlise de Residuos de Agrotdxicos em alimentos (PARA),
monitorou a qualidade de 18 espécies de alimentos em relacdo a residuos de
agrotoxicos. Neste estudo, os resultados mostraram irregularidades quanto ao uso
de agrotéxicos nas lavouras, pois foram encontrados residuos acima dos limites
maximos de residuos (LMR), bem como a deteccdo de ingredientes ativos nao
autorizados para determinada cultura (ANVISA, 2012).

E importante salientar que o vinho, mesmo se tratando de uma bebida muito
bem apreciada e consumida pela populacdo, ndo é monitorado no Brasil. Além
disso, estudos que avaliam a ocorréncia de residuos de agrotéxicos em vinhos sao
pouco encontrados na literatura cientifica (PRESTES et al., 2009).

O Codex Alimentarius possui trés 6rgaos de assessoramento cientifico, sendo
o JMPR - Comité de Especialistas FAO/OMS sobre Residuos de Pesticidas,
responsavel por realizar as avaliagfes sobre residuos de pesticidas em alimentos e

meio ambiente, e recomendar os Limites Maximos de Residuos (LMR).



Para garantir a qualidade dos alimentos e bebidas, o Departamento de
Inspecao de Produtos de Origem Vegetal (DIPOV) identifica as condi¢des higiénico-
sanitarias e a qualidade tecnolégica dos 10 mil estabelecimentos produtores de
bebidas, vinhos e vinagres, registrados no Ministério da Agricultura, por meio da
Coordenacéo Geral de Vinhos e Bebidas (CGVB).

O Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) foi
iniciado em 2001 pela ANVISA, com o objetivo de avaliar continuamente os niveis de
residuos de agrotoxicos nos alimentos in natura que chegam a mesa do consumidor.
A ANVISA coordena o programa em conjunto com as vigilancias sanitarias dos
estados participantes, que realizam os procedimentos de coleta dos alimentos nos
supermercados e de envio aos laboratérios para analise.

Para um controle eficaz, a quantificacdo de residuos presentes nos vinhos é
comparada com os limites maximos de residuos legislados (LMR) para cada
substancia. Esses limites, tanto quanto o conhecimento cientifico, permitem garantir
a seguranca, a saude do consumidor e a qualidade do vinho. O Limite Maximo de
Residuo (LMR) permitido é expresso em mg.kg™ da cultura e a quantidade diaria
segura para 0 consumo (Ingestdo Diaria Aceitavel-IDA) é expressa em mg.kg™ de
peso corporeo (ANVISA 2010).

Os alimentos bem como as bebidas s&o considerados matrizes complexas,
apresentam propriedades quimicas distintas e baixa concentracdo de analitos, por
isso, requerem uma etapa fundamental de preparo de amostra quando séo
analisados. Assim, para a determinacédo de fungicidas, faz-se necessario o emprego
de métodos multirresiduo de facil aplicagédo e de eficiéncia adequada para superar
os limites impostos pela legislacao.

Nesse contexto, o0 desenvolvimento de métodos para a separacao,
identificacdo e quantificacdo desses compostos ganha grande destaque para que 0s
limites de deteccédo e quantificacao de tais métodos seja cada vez menor. O método
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugedand Safe) é o método mais
consolidado e seu uso em alimentos tem sido cada vez mais ampliado. As técnicas
de Cromatografia Gasosa (GC) e Cromatografia Liquida (HPLC) sdo as principais
ferramentas aplicadas em analise de residuos em alimentos e bebidas por permitir
que a confirmacdo e a determinacdo de um grande nimero de compostos sejam
realizadas simultaneamente (PRESTES et al., 2009).



As técnicas cromatograficas utilizando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a um detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) permitem
trabalhar nas mais exigentes situacdes com limites de deteccdo extremamente
pequenos, permitindo a quantificacdo de tracos (partes por bilhdo ppb e partes por

trilhdo ppt) para diversos analitos de interesse (PRESTES et al.,2009).


http://www.cqa.com.br/ensaios.html

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a presenca do fungicida azoxistrobina em amostras de vinhos
Cabernet Sauvignon safra 2011 proveniente da Fronteira-Oeste do RS empregando
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a detector de Arranjo de Diodos
(HPLC-DAD).

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver um método empregando HPLC-DAD visando a determinacéo de
residuos de azoxistrobina em amostras de vinho;

e Avaliar as melhores condi¢cdes de extracdo e limpeza dos extratos obtidos
através da utilizacdo do método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugedand Safe) e de Extracdo em Fase Sélida (SPE);

e Validar e aplicar os procedimentos acima descritos em amostras reais de

vinho provenientes de produtores da Fronteira-Oeste do RS.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Vinho

O vinho é o produto obtido pela vinificacdo/fermentacéo alcodlica, total ou
parcial de uvas frescas, provenientes de varios tipos de castas (Vitis Vinifera), cujos
bagos s&do esmagados, prensados ou transformados por outros processos
tecnoldgicos permitidos por lei. E composto de: 4gua, alcool etilico, acidos organicos
fixos (4cido tartarico), acidos organicos volateis (acido acético), sais, glicerina (que
confere a maciez e o aveludado), taninos, matéria corante, matérias minerais e
azotadas, e vitaminas. Bebida adequada ao consumo apresenta aromas frutados e
perfumados (RHODEN, 2005).

A palavra vinho tem origem etimoldgica no latim, vinum, que tanto pode
significar "vinho" como "videira", que € genericamente, uma bebida alcodlica
produzida por fermentacdo do sumo de uva (RHODEN, 2005)

O vinho possui uma longinqua importancia histoérica e remonta a diversos
periodos da humanidade. Do ponto de vista historico é impossivel precisar a sua
origem, pois o0 vinho nasceu antes da escrita. Os endlogos dizem que a bebida
surgiu por acaso, talvez por um punhado de uvas amassadas esquecidas num
recipiente, que sofreram posteriormente os efeitos da fermentacdo. O cultivo das
videiras para a producédo do vinho so foi possivel com a sedentarizacdo do homem.

Dados histéricos revelam que a primeira introducdo da videira no Brasil foi
feita pelos colonizadores portugueses em 1532, através de Martin Afonso de Souza,
na entdo Capitania de Sao Vicente, hoje Estado de Sao Paulo. A partir deste ponto e
através de introducfes posteriores, a viticultura expandiu-se para outras regidées do
pais, sempre com cultivares de Vitis vinifera procedentes de Portugal e da Espanha.
Nas primeiras décadas do século XIX, com a importacdo das uvas americanas
procedentes da Ameérica do Norte, foram introduzidas as doencas fungicas que
levaram a viticultura colonial a decadéncia. A cultivar Isabel passou a ser plantada
nas diversas regibes do pais, tornando-se a base para o desenvolvimento da

vitivinicultura comercial nos Estados do Rio Grande do Sul e de Sao Paulo. Mais



tarde, a partir do inicio do século XX, o panorama da viticultura paulista mudou
significativamente com a substituicdo da Isabel por Niagara e Seibel (EMBRAPA
2010).

No Estado do Rio Grande do Sul, foi incentivado o cultivo de castas viniferas
através de estimulos governamentais. Nesse periodo a atividade vitivinicola
expandiu-se para outras regifes do sul e sudeste do pais, sempre em zonas com
periodo hibernal definido e com o predominio de cultivares americanas e hibridas.
Entretanto, na década de 70, com a chegada de algumas empresas multinacionais
na regido da Serra Gaucha e da Fronteira Oeste (municipio de Santana do
Livramento), verificou-se um incremento significativo da area de parreirais com
cultivares V. vinifera (EMBRAPA, 2008).

3.2 As regides viticolas

A viticultura no Brasil ocupa uma area de 60.630 ha em 2012, segundo o
IBGE. Situa-se entre o paralelo 30°S, no Estado do Rio Grande do Sul, e o paralelo
9°S, na Regidao Nordeste do pais. Em funcdo da diversidade ambiental, existem
pbélos com viticultura caracteristica de regibes temperadas, com um periodo de
repouso hibernal definido, polos em &reas subtropicais onde normalmente a videira é
cultivada com dois ciclos anuais definidos em funcdo de um periodo de temperaturas
mais baixas no qual ha risco de geadas; e pdélos de viticultura tropical onde é
possivel a realizacao de podas sucessivas, com dois e meio a trés ciclos vegetativos
por ano.

No Estado do Rio Grande do Sul a principal regido produtora é a da Serra
Galcha, cujas coordenadas geograficas e indicadores climaticos médios sao:
latitude 29°S, longitude 51°W, altitude 600-800 m, precipitacdo 1700 mm distribuidos
ao longo do ano, temperatura média 17,2°C e umidade relativa do ar 76%.
Localizada no nordeste do Estado do Rio Grande do Sul, é a maior regido viticola do
pais, com 51.152 hectares de vinhedos, segundo o Cadastro Viticola do Rio Grande
do Sul. Trata-se de uma viticultura de pequenas propriedades, com média de 15 ha
de éarea total, sendo destes 40% a 60% de area util e 2,5 ha de vinhedos, pouco
mecanizada devido a topografia acidentada, onde predomina o uso da méao-de-obra
familiar, cada propriedade dispondo em média de quatro pessoas. As condi¢cdes

ambientais determinam um periodo de repouso hibernal a videira (UVIBRA, 2012).



A poda é realizada em julho-agosto e a colheita est4 concentrada em janeiro
e fevereiro. Cerca de 80% da producdo € de uvas americanas (V. labrusca, V.
bourquina) e hibridas, sendo a Isabel a cultivar de maior expressdo. Dentre as
viniferas brancas, destacam-se as cultivares Moscato Branco, Riesling Italico,
Trebbiano e Chardonnay, e, entre as tintas, as cultivares Cabernet Sauvignon,
Merlot, Cabernet Franc e Tannat. A densidade de plantio situa-se entre 1600 a 3300
plantas por hectare e predomina o sistema de conducdo em latada ou pérgola
(horizontal), proporcionando producédo de 18 toneladas a 30 toneladas por hectare,
de acordo com a cultivar e com a safra (EMBRAPA 2012).

As condicbes de temperatura e umidade durante a primavera e verao
favorecem a incidéncia de doencas flungicas, especialmente de antracnose
(Elsinoeampelina), mildio (Plamopara viticola) e podriddes do cacho, principalmente
a causada por Botrytiscinerea (UVIBRA 2012).

A maior parte da uva colhida é destinada a elaboragdo de vinhos, sucos e
outros derivados. Uma pequena porcentagem da producédo, especialmente de uvas
americanas como Niadgara Rosada e Isabel, é destinada ao mercado para consumo
in natura (MELLO, 2011).

Embora a producéo de vinhos, suco de uva e derivados da uva e do vinho
também ocorra em outras regides, a maior concentracdo esta no Rio Grande do Sul,
onde séo elaborados, em média anual, 330 milhées de litros de vinhos e mostos,
representando 95% da producéo nacional (EMBRAPA 2012).

Ainda no Rio Grande do Sul, na regido da Campanha Central, que tem como
principal pélo produtor o municipio de Santana do Livramento, encontra-se um polo
viticola implantado e consolidado ha mais de 20 anos, cujo perfil da propriedade
difere daquela existente na regido tradicional. Trata-se de um tipo de exploracdo
empresarial em grandes areas com uso intensivo de capital, tanto na mecanizacéo
quanto na contratacdo da mao-de-obra. A uva produzida neste pélo representa
cerca de 15% da producéo de uvas viniferas do estado (MELLO, 2012)

Nos ultimos trés anos, um novo polo viticola comega a surgir com
investimentos na implantagédo de vinhedos de V. vinifera feitos diretamente pelas
empresas vinicolas tradicionais ou em parceria destas com agropecuaristas,
destacando-se o0s municipios de Bagé e Candiota, na regido da Campanha
Meridional e Pinheiro Machado e Encruzilhada do Sul, na regido da Serra do

Sudeste. Além destes, a viticultura esta sendo implantada em outros municipios nao



tradicionais como alternativa de diversificagdo de pequenas propriedades,
principalmente na regido do Alto Uruguai do Rio Grande do Sul, onde a matriz
produtiva com base na cultura de pequenas areas de soja, trigo e milho tornou-se
inviavel (EMBRAPA, 2012).

As novas instalagbes da Vinicola Campos de Cima, em Itaqui RS no
momento, 95% das obras da nova estrutura para vinificagdo de vinhos da Fronteira-
Oeste ja estdo concluidas. O prédio moderno e preparado para a elaboracdo de
mais de 80 mil litros de vinhos ao ano esta situado na BR-472, no trevo de acesso a
Itaqui, no 1° Distrito, as uvas sao cultivadas nos 15 hectares de vinhedos da
empresa, localizados em Magambard, a cerca de 100 Km de Itaqui, ha fronteira com
a Argentina.  Serdo processadas na cantina de Itaqui as uvas Malbec,Merlot,
Tannat, Shiraz e Cabernet Sauvignon.

Os espumantes desta safra seguirdo sendo elaborados em parceria com a
Vinicola Geisse, em Pinto Bandeira (RS), e as uvas Ruby Cabernet e Viognier serdo
vinificadas na Embrapa Uva e Vinho, em Bento Goncalves (RS).

A vinicola tera uma area construida de 1.161 metros quadrados, que contara
com adega, area de recepcdo das uvas, area industrial, area de recepcao de
visitantes, uma loja para venda direta ao publico e um escritério da empresa
(EMBRAPA UVA E VINHO, 2013).

Recentemente o panorama da Campanha Gaucha mudou, influenciados
pelos produtos de grande qualidade obtidos pelas empresas pioneiras e atraidos
pela oferta de terras baratas e boas condi¢cfes de solo e clima. Empresérios do setor
vinicola buscaram expandir negécios na fronteira agricola da uva. Hoje em dia, a
regido conta com 16 vinicolas, de acordo com a Associacdo dos Produtores de
Vinhos Finos da Campanha Gaucha. Sdo 1,3 mil hectares plantados em nove
municipios por 150 produtores, responsaveis por 15% da producdo brasileira de
uvas viniferas. A producdo que hoje representa 8 milhdes de quilogramas por ano
deve chegar a 15 milhées em cinco anos (EMBRAPA , 2012).

De acordo com os dados estatisticos disponiveis no portal do IBGE, em 2011,
houve aumento de 12,97% na producédo de uvas no Brasil. No entanto, ndo se
verificou esse comportamento em todos os Estados.

A producao de vinhos, sucos e derivados do Rio Grande do Sul, em 2011,
apresentou aumento de 39,68%, em relagcdo ao ano anterior. Cabe mencionar que a

producdo do ano de 2010 havia sofrido reducéo devido a fatores climaticos. O maior



acréscimo ocorreu na producdo de vinhos de mesa finos, elaborados a partir de uvas
Vitis vinifera, 91,88% a mais que a quantidade produzida em 2010. Dentre o grupo
desses vinhos, os tintos superaram em 111,41%, do volume produzido no ano
anterior. Os vinhos de mesa (elaborados com uvas americanas e hibridas)
aumentaram 32,04%, em 2011, e o suco de uva, que também utiliza esse grupo de
uvas,apresentou aumento de 30,91% (IBGE 2012).

3.3 O estado e a arte do processo de vinificacéo

O processo de vinificagdo inicia com a avaliacdo das condigbes sanitarias e
de maturacdo das uvas apos a colheita. Segue-se entdo 0 processo de
desengacamento e esmagamento. O desengacamento consiste no processo de
separacao dos bagos e engacos, partes lenhosas do cacho que prendem os bagos.
No esmagamento os bagos passam por uma prensa de borracha para romper sua
casca e liberar o suco (SANTOS, 2006).

O processo de esmagamento pode ser substituido pela maceracdo carbonica
onde, ao invés de uma prensa, é injetado gas carbdnico em um tanque
hermeticamente fechado. Em condi¢cdes anaerdbias, a baga sofre fermentacao
intracelular, em que o acucar é transformado em 4&lcool etilico e em outras
substancias (BERTAGNOLLI et al., 2007).

Este processo € recomendavel quando se dispde de uvas inteiras, baixo teor
de tanino e elevada concentracdo de acido malico, acicar e antocianinas. Nesta
fase, os constituintes da parte sélida da uva passam para a parte liqguida do mosto
através dos fendbmenos de dissolucao e difusdo (RIZZON et al., 2001).

ApOs esta etapa € realizada a sulfitagem, processo que consiste na adi¢do de
diéxido de enxofre gasoso, com solucdo aquosa de didxido de enxofre, ou bissulfito
de potassio com sulfito de amdnio. Este processo tem como objetivo ativar a
fermentacao alodlica, bloquear a acédo e bactérias e impedir a oxidacdo do mosto
(CURVELO, 2005).

O passo seguinte é a adicdo de leveduras da cepa Saccaromyces cerevisae,
caso necessario. A temperatura do mosto aumenta, pois a fermentacdo € um
processo exotérmico e ha producdo de gas carbbnico, que vai para a parte superior
do tanque formando com as cascas uma parte solida, denominada chapéu. O liquido

préximo ao chapéu adquire cor, devido ao contato com as cascas.



O processo chamado de remontagem, rotacdo do mosto claro do fundo com o
mosto préximo ao chapéu, permite a uniformizacdo da cor.

Apos este processo € feita a descuba: separacdo da parte sélida da liquida. A
parte liquida é transferida para o tanque de fermentacdo malolatica do vinho tinto
processo no qual o acido malico € transformado em &cido latico com o objetivo de
diminuir a acidez total. Logo a seguir, a parte liquida é submetida a nova decantacdo
(RIZZON, 2006).

Apoés a descuba é realizada nova sulfitagem e o vinho passa entdo para o
processo de envelhecimento, quando o produto desejado € um vinho envelhecido

Os vinhos varietal, de um Unico tipo de uva, sofrem diretamente o
engarrafamento. Em vinhos ndo varietais, € realizado o corte, que consiste na
mistura de vinhos feitos de diferentes tipos de uvas, de modo a otimizar o produto
final. No processo de fabricacdo de vinhos brancos antes da fermentacdo pode ser
aplicado o processo de chaptalizacdo, que é a adicdo de aglcar no mosto para que
0 vinho atinja o conteudo alcodlico necessario para sua conservacdo. Na fabricacéo
de vinhos brancos o mosto ndo é fermentado com as cascas, ndo adquirindo cor
(RIZZON, 2006; SANTOS, 2006).

3.4 Doencas fuangicas

Mildio — Plasmopara viticola

Principal doenca em areas tropicais, o mildio, também conhecido como mofo
ou mufa, & causado pelo pseudofungo Plasmopara viticola pode causar perdas de
até 100% na producdo. As condi¢des climaticas ideais para o desenvolvimento da
doenca séo temperaturas entre 18°C e 25°C e umidade relativa do ar acima de 60%.
A presenca de agua livre na superficie dos tecidos vegetais, seja proveniente de
chuvas, orvalho ou gutacdo, por um periodo minimo de 2 horas, é indispensavel
para que ocorra a infeccdo, sendo a umidade relativa do ar acima de
95%,necessaria para a producao de esporos.

O patogeno afeta todas as partes verdes da planta. Nas folhas, inicialmente
aparecem manchas amareladas, translicidas contra o sol, denominadas de “mancha
de 6leo”. Em condi¢cOes de alta umidade relativa, na face inferior da folha, sob a
mancha de 6leo, observa-se um mofo branco que é a frutificacdo do pseudofungo.

Em seguida, o tecido foliar afetado necrosa e, quando o ataque € muito intenso,



ocorre a desfolha precoce da planta. Os cachos séo atacados desde antes da
floracdo até o inicio da maturacdo. Quando o patdgeno atinge as flores ou os frutos
até o estadio de chumbinho, observa-se escurecimento do raquis, o cacho pode ficar
recoberto por uma massa branca, secar e cair. Nas bagas mais desenvolvidas, o
fungo penetra pelos pedicelos e se desenvolve no seu interior, tornando-as escuras,
duras, com superficie deprimida, destacando-se facilmente do cacho. A fase de
maior susceptibilidade da cultura ao mildio compreende o periodo entre o inicio da

brotacdo dos ramos até a fase “grao ervilha” (GIOVANNI, 2008).

Oidio — Uncinula necator

Conhecido também por cinza ou mufeta, o oidio, causado por Uncinula
necator forma conidial Oidium tuckeri € uma doenca importante quando ocorrem
periodos secos .A germinacdo dos esporos é inibida pela presenca de agua livre na
superficie das folhas e o crescimento micelial ocorrem mais rapidamente entre 21°C
e 30°C, embora o fungo possa se desenvolver a temperaturas entre 6°C e33°C.

O fungo desenvolve-se na superficie dos 6rgdos verdes das plantas como
brotos, folhas e bagas, que ficam recobertos por um crescimento branco
pulverulento, formando manchas difusas. Flores e bagas pequenas atacadas secam
e caem. Outro sintoma tipico € a rachadura das bagas mais desenvolvidas com
exposicao das sementes. Mesmo ndo ocorrendo fendilhamento, os cachos ficam
depreciados, pois a superficie da baga fica manchada.

As cultivares de uvas finas, como a Itdlia e suas mutacdes, sdo mais
suscetiveis ao oidio, enquanto as cultivares de uvas rusticas, como a Niagara
Rosada, ndo apresentam problemas com a doenca ( EMBRAPA UA E VINHO, 2008)

Antracnose - Elsinoe ampelina

A antracnose, também conhecida como varola ,negréo, carvao e olho-de-
passarinho, € causada pelo fungo Elsinoe ampelina, forma conidial Sphaceloma
ampelinum. As condi¢bes climaticas favoraveis ao desenvolvimento do fungo séo
ventos frios e umidade relativa elevada. Temperaturas de 2°C a32°C permitem que o
patbgeno cause infeccdo, embora a faixa de temperatura Otima para o seu

desenvolvimento seja de 24°C a 26°C.



O fungo ataca todos os orgdos verdes da planta (folhas, gavinhas, ramos),
inflorescéncias e frutos.Nos brotos, ramos e gavinhas, aparecem lesdes
arredondadas de coloracao cinzenta no centro e bordos negros. Nas folhas, formam-
se manchas escuras e circulares e, muitas vezes, o tecido necrético desprende-se
da leséo, que se transforma num pequeno furo. Caso as lesbes ocorram nas
nervuras, causam a deformacdo da folha. Nas bagas, manchas arredondadas
tornam o tecido mumificado e escuro. O ataque do fungo na fase defloracdo causa
escurecimento e destruicdo das flores (EMBRAPA UVA E VINHO, 2008).

Podriddes do cacho

As principais podriddes do cacho sao a podriddo da uva madura e podriddo
acida, que provocam perdas tanto na qualidade como na quantidade da uva
produzida. Ferimentos nos frutos favorecem o estabelecimento dos patégenos e
adubacao nitrogenada em excesso favorece o desenvolvimento das podriddes, pois
proporciona alto vigor a planta. Essas doencas podem ocorrer simultaneamente no
mesmo cacho e, normalmente, provocam murcha e mumificacdo das bagas. Alta
umidade favorece o desenvolvimento e a esporulacdo dos fungos, que podem ser
disseminados pela acao do vento, da chuva e de insetos.

A podriddo da uva madura é causada pelo fungo Glomerella cingulata, forma
conidial Colleto trichumglo eosporioides. Além de alta umidade, temperaturas entre
25°C e 30°C sao condi¢des favoraveis a ocorréncia da doenca.

A podriddo da uva madura ou podriddo de Glomerellatem, nos ultimos anos,
causado perdas expressivas na producdo de uva para processamento na Serra
Gaucha. Como o nome indica, incide nas uvas maduras ou em processo de
amadurecimento. A doenca, até a safra de 2000/2001, ocorria nos vinhedos, porém
a niveis relativamente baixos. Epidemias desta doenca comecaram a partir de
mudancas por melhores padrées de qualidade do vinho, o que resultou em uvas
com melhor maturacdo (maior °Brix), associadas a presenca de condi¢des climaticas
altamente favoraveis a infeccao pelo patdégeno e a suscetibilidade deste estadio
fenolégico a doenca. Embora as cultivares americanas e hibridas sejam atacadas,
as viniferas sdo as que apresentam os maiores problemas. A doencga é conhecida

em outros paises como “riperot’, € amplamente distribuida, ocorrendo mais



intensamente em regides com clima quente e umido durante a fase de maturacdo da
uva, podendo continuar a causar dano mesmo depois da uva colhida.

Os principais sintomas, observados nos cachos no periodo da maturacao ou
em uvas colhidas, surgem como manchas circulares marrons avermelhadas sobre a
pelicula das bagas atacadas que, posteriormente, atingem todo o fruto,
escurecendo-o. Em condi¢gbes de alta umidade, aparecem as frutificacdes do fungo
na forma de pontuagdes cinza-escuras, concéntricas, das quais exsuda uma massa
résea ou salmdo que sdo os conidios fungicos. Embora os sintomas tornem-se
visiveis na uva madura, o fungo pode penetrar em todos os estadios de
desenvolvimento do fruto, permanecendo latente até a fase de maturagéo.

A podriddo &cida € causada por um complexo de microrganismos que inclui
fungos, bactérias e leveduras presentes na superficie das plantas e sobre material
em decomposicdo. As bagas afetadas pela podriddo &cida inicialmente adquirem
coloracdo marrom-clara e posteriormente escurecem. A polpa se decompde, 0 suco
comeca escorrer pelo ferimento no qual se iniciou a podriddo e contamina as bagas
vizinhas. Ap6s O escorrimento do suco, as bagas secam e escurecem,
permanecendo aderidas ao pedunculo. Nos cachos doentes, observa-se a presenca
da mosca Drosophila, responsavel pela disseminacédo dos microrganismos. Uma das
caracteristicas da podriddo &cida é o odor de vinagre proveniente do acido acético
produzido pelas bactérias. Periodos quentes e chuvosos quando as uvas estdo na
fase de maturacdo, com teor de aclUcar acima de 8%, favorecem a ocorréncia da
podridao acida (GIOVANNI, 2008).

Ferrugem — Phakopsora euvitis

Causada pelo fungo Phakopsora euvitis Ono, a doenca foi inicialmente
detectada na Asia e na América do Norte, sendo constatada pela primeira vez no
Brasil no ano de 2001 em municipios da regido norte do Estado do Parana.
Atualmente, no entanto, devido ao seu grande potencial de disseminacdo, a
ocorréncia do patdgeno ja se estendeu aos parreirais de outras regifes viticolas do
pais. Ocorre, principalmente, em areas tropicais e subtropicais onde a severidade da
doenca parece ser maior que nas regides de clima temperado. Registros
preliminares tém mostrado que cultivares europeias (V. vinifera) sofrem menos

danos que as cultivares americanas e hibridas.



Os sintomas da ferrugem na videira séo lesdes amareladas a castanhas de
vérias formas e tamanhos nas folhas. Massas amarelo alaranjadas de uredosporos
sao produzidas na face inferior das folhas, com manchas escuras necroticas na face
superior. Ataques severos do fungo causam senescéncia e queda prematura de
folhas, prejudicando a maturacao dos frutos e reduzindo o vigor das plantas no ciclo
seguinte (EMBRAPA UVA E VINHO, 2008).

Requeima das folhas

A requeima das folhas da videira foi observada pela primeira vez, em 1998,
em uvas americanas (Vitis labrusca L.), no inicio da maturacéo dos frutos e, no ano
seguinte, passou a ser constatada também nas cultivares de uvas finas (Vitis vinifera
L.), durante o ciclo de formacéo. A requeima provoca a queda prematura de folhas e
prejudica a maturacdo dos frutos, tornando os cachos inadequados para a
comercializacdo. Além disso, compromete a formacdo e maturacdo dos ramos para
o ciclo seguinte, devido ao menor acumulo de reservas de carboidratos.

Os sintomas iniciais, em cultivares de Vitis vinifera, sdo lesbes castanho
claras com bordos escuros, podendo apresentar anéis concéntricose halo amarelado
bem visivel. Em cultivares americanas e hibridas como Nidgara Rosada, as
manchas sdo bem definidas, de contorno irregular e coloracdo arroxeada na face
superior das folhas que, em seguida, tornam-senecréticas e de coloracdo cinza-
escura. Essas lesbes, predominantes nos bordos foliares, aumentam rapidamente
de tamanho e podemcoalescer, cobrindo quase todo o limbo, 0 queprovoca a morte
e queda das folhas. A esses sintomas observados nas folhas de videiras, fungos do
género Alternaria tém sido encontrados em constante associacado, embora os testes

depatogenicidade ainda ndo tenham sido concluidos (MELLO, 2012).

Doencas da madeira, declinio da videira ou botriodiplodiose -

Eutypalata, Botryosphaeria spp.

Declinio ou morte descendente é um termo quedesigna a morte lenta e
gradual de plantas oupartes da planta provocada por agente bidticoou abiético. Os

principais agentes dedeclinio da videira identificados no Brasil sdo Eutypa lata



(forma conidial Libertella blepharise Botryosphaeria spp. (forma conidial
Botryodiplodia theobromae).

Os fungos penetram pelos ferimentos das podas ou outras injarias produzidas
sobre as plantas, se desenvolvem numa ampla faixa de temperatura eséo
favorecidos por alta umidade. O estresse hidrico e desequilibrios nutricionais
agravam a doencga.

Os sintomas sao retardamento da brotacdo apos a poda; encurtamento dos
internodios; folhas pequenas e mal formadas com pequenas necroses nas margens,
reducdo drastica de vigor,superbrotamento, frutificacédo irregular e menor nimero de
bagas, seca de ramos e morte da planta. Cancros formados nos ramos velhos e
frutificacbes do fungo sdo importantes para o diagnéstico do agente causal. Um
corte transversal do ramo na area afetada mostra um escurecimento em forma de
“V”, contrastando com a parte ainda viva da madeira (EMBRAPA UVA E VINHO,
2008).

3.5 Fungicidas

A utilizacdo de pesticidas é ainda a estratégia mais difundida para o controle
de pragas, sendo essa pratica extensiva depois da Il Guerra Mundial por causa da
introducdo do DDT, BHC, aldrina, dietilaldrina, endrina e 2,4-D. O baixo custo e a
eficacia dessas substancias quimicas fizeram-nas muito populares entre o0s
agricultores, iludidos por uma falsa sensacdo de seguranca, aplicava-se
liberadamente esses pesticidas para se obter ambientes livres de pragas. Esse uso
indiscriminado teve como consequéncia o aparecimento de pragas resistentes aos
pesticidas, contaminacdo de varias plantas e animais, intoxicacao de trabalhadores
rurais e consumidores e o aparecimento de residuos de pesticidas em lugares
inesperados tais como rios, reservatérios de agua e pocos domésticos. Esse fato
resultou em uma reorientacdo da estratégia de controle da pragas para obtencéo e
uso de pesticidas mais especificos a alternativamente, de métodos de cultivo que
prescindam do uso dos pesticidas, como por exemplo, o uso de feroménios e
integracdo de pestes controle. No entanto, infelizmente, essas estratégias
alternativas ainda ndo suplantam a necessidade de novas formulacdes de pesticidas

para melhorar a producéo da agricultura (SANTOS, 2002).



As formulacbes usadas na producdo de pesticidas sdo desenvolvidas com
propriedades especificas que sdo dependentes das estruturas quimicas e
caracteristicas fisicas dos constituintes. Consequentemente, diferentes classes de
pesticidas podem ser usadas em combinacdes e, talvez em diferenteso cultivo para
aumentar o efeito desejado. Mesmo assim, ainda que usados corretamente,
acidentes decorrente do uso de pesticidas sao comuns.

Muitas outras classes de pesticidas podem prejudicar 0 meio ambiente e
provocar intoxicacdes graves nos seres vivos (WINTER, 2005).

Os mais novos pesticidas introduzidos no mercado tém como caracteristica
nao terem elevada persisténcia no meio ambiente, mas por causa do grande
consumo em plantacdes o monitoramento destes pesticidas em alimentos e bebidas
€ de especial importancia. Muitas dessas novas formulacdes séo fabricadas a partir
de pesticidas naturais, como por exemplo, as estrobiluinas sintéticas, que foram
produzidas a partir de estrobilurinas naturais, sendo esses compostos mais
facilmente degradados em plantas, animais e agua (CARVALHO, 2006).

Os pesticidas (fungicidas) da classe das estrobilurinas sdo substancias
naturais isoladas principalmente de cogumelos (basidiomicetes). Seu nome é
derivado dos cogumelos do género Strobilurus. Estrobilurina-A foi o primeiro
pesticida dessa classe e que foi isolado a partir de culturas de liquidos de Strobilurus
tenacellus por ANKE et al. A partir desse estudo, muitos outros compostos naturais
estrobilurinas foram isolados e identificados, sendo os mesmos homeados em ordem
de suas descobertas. Estrobilurina-A, Estrobilurina-B,Estrobilurina-C, etc.Todas as
estrobilurinas naturais possuem a estrutura do acrilato (E)-3-metoxi-2-(5-fenilpenta-
2.4-dienil) sendo que a diferenca entre cada uma delas € decorrente dos tipos de
substituintes do anel aromatico nas posi¢cdes (SANTOS, 2002).

As estrobilurinas naturais foram os compostos de partida para producédo de
estrobilurinas sintéticas que sdo mais aceitaveis e mais potentes quando usadas
comercialmente na agricultura para controle de fungos. Pode-se dizer que as
estrobilurinas sintéticas sdo compostos relativamente novos, pois o primeiro foi
registrado em 1997, e até o0 momento, apenas oito estrobilurinas foram sintetizadas
de forma eficiente para uso comercial (azoxistrobina, kresoxim-metil, trifloxistrobina,
metominostrobina, fluoxastrobina, piraclostrobina, picoxistrobina e dimoxistrobina). O

primeiro da classe a ser sintetizado e registrado foi a azoxistrobina e o mais recente



é a dimoxistrobina. A sintese desses pesticidas foi realizada focando principalmente
substituicdes na estrutura (E)-B-metoxiacrilato (WINTER, 2005).

3.5.1 Modo de acéo e toxicidade

As estrobilurinas inibem a respiracéo celular ligando-se a um local especifico
nas mitocondrias, o local de oxidacdo do quino l(ou do ubiquinol) do citocromo b, e
desse modo a transferéncia de elétrons entre o citocromo b e ¢ cessa, o0 que leva a
diminuicdo da taxa de oxidagdo do NADH (dinucleotideo de nicotinamina e adenina)
e a sintese de ATP (adenosina trifosfato). Como consequéncia, a produ¢cédo de como
fungicidas inibidores de quinonas (Qol), cuja caracteristica importante é a acao
rapida e concentrado no primeiro ciclo de vida dos fungos, isto €, no estagio de
esporos. Por causa desse modo de acdo diferenciado, as estrobilurinas sao
degradas rapidamente nas plantas e nos compartimentos do meio ambiente (agua e
solo) a maioria dos fungicidas estrobilurinas tem um periodo residual de 21dias
(WINTER, 2005).
As quantidades esperadas para causar toxicidade aguda em individuos de 68
Kg seriam as seguintes: de 500 a 5.000 pg.kg™ (ingestdo oral) , de 2.000 a 20.000
ng.kg* (exposicéo cutanea) e de 2.0 a 20.0 pg.L™* (inalagéo). Até o ano de 2005 n&o
havia relatos de efeitos teratogénicos e carcinogénicos decorrentes da exposi¢ao as
estrobilurinas. Estes compostos sdo toxicos para peixes e invertebrados aquaticos,
por isso, a aplicacdo em torno de pocos deve ser acompanhada de cuidados
(OMAYE, 2004).
¢ Indice Monografico A26 — Nome: Azoxistrobina
¢ Ingrediente ativo ou nome comum: AZOXISTROBINA (azoxystrobin)
¢ Sinonimia: ICIA5504, E5504, R 12 5504
e N° CAS: 131860-33-8
¢ Nome quimico: methyl (E)-2-{2-[6-(2-cyanophenoxy)pyrimidin-4-yloxy]phenyl}-
3-methoxyacrylate
e Férmula bruta: C22H17N305

e Formula estrutural:
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Figura 1: formula estrutural da azoxistrobina (EMBRAPA, 2013).

Grupo quimico: Estrobilurina

Classe: Fungicida

Classificacdo toxicoldgica: Classe llI

Uso agricola: autorizado conforme indicado.

Modalidade de emprego: aplicacdo foliar nas culturas de alface, algodéo,
alho, amendoim, arroz, aveia, banana, batata, berinjela, beterraba, café, cana-
de-acucar, cebola, cenoura, cevada, citros, couve-flor, crisantemo, eucalipto,
feijjdo, figo, girassol, goiaba, mamao, manga, melancia, meldo,
milho,morango, pepino, péssego, pimentao, soja, tomate, trigo e uva.

Ingestéo Diaria Aceitavel (IDA) = 0,02 mg.kg™ p.c.

UNA = Uso Nao Alimentar.

Intervalo de seguranca néo determinado devido a modalidade de emprego.

Quadro 1: Modalidade de emprego da azoxistrobina (EMBRAPA 2013)

Culturas Modalidade de LMR (mg.kg™) Intervalo de
Emprego Seguranca
(Aplicacéo)
UVA FOLIAR 0,5 7 DIAS

Resolucdo RE n° 446 de 10/02/10 (DOU de 11/02/10)
Resolucdo RE n° 1.833 de 22/04/10 (DOU de 23/04/10)
Resolugdo RE n° 4.412 de 15/10/12 (DOU de 16/10/12)




4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e Materiais

Os reagentes quimicos utilizados neste estudo s&o: acetonitrila e metanol,
ambos grau UV/HPLC. A agua empregada foi purificada com o sistema Direct-Q ®
UV3 sistema, resistividade 18,2 MW cm Ultrapurificador de agua, Purelab, Made in
Brazil. O padrao analitico fungicida azoxistrobina (MeCN), J.T. BAKER, grau HPLC,
Made in México utilizado apresentava 99% de pureza. Na etapa de extracao foram
empregados sulfato de magnésio anidro, P.A. (Made in Japan) grau de pureza:
99,9%, acetato de sodio anidro P.A. (Made in México) grau de pureza: 100% e
cloreto de sédio (Made in México) Grau de pureza: 100% também foram avaliados
diferentes tipos de cartucho de SPE. Dentre os materiais empregados estao tubos
de polipropileno, de 15 e 50 mL e vidraria de laboratdério.

4.2 Instrumentacgao

Procedimento experimental foi conduzido no Laboratério de Quimica da
UNIPAMPA campus Itaqui RS.

Neste trabalho foram utilizados balanca analitica Shimadzu, Made in Brazil
com sensibilidade de 0,0001g e centrifuga Excelsa Il, (Fanem), Made in Brazil com
capacidade de rotacdo de 3500 rpm. O sistema HPLC-DAD empregado possui
bomba quaternéaria, amostrador automético, forno termo controlado e detector DAD.
Os espectros UV obtidos a 255nm. Colunas analiticas, contendo fase estacionaria
NSTC18,com dimensdes (150 mm x 21 x 3 ym) e fase moével em modo isocratico
80:20 acetonitrilaMeCN), J.T. BAKER, grau HPLC, Made in México:agua, o tempo de
corrida foi 6 min, o volume de inje¢&o 10 pl e o fluxo 0,3 ml/min.

4.3 Preparo das solucdes de analise
As solugbes de agrotoxicosforamindividualmente preparadas dissolvendo

opadréo analitico de azoxistrobina em acetonitrila de modo a obter concentracdo de

1000 mg.L™. As solucdes de trabalho preparadas a partir desta solucdo estoque



deconcentracdo 100 mg.L™. Estas solucbesutilizadas para os estudos de fortificacdo
e preparo das soluc¢des da curva analitica.

4.4 Otimizacdo do método cromatografico

Para escolher a composicéo da fase movel, diferentes proporgdes de mistura
de solventes (metanol, acetonitrila, agua Milli-Q e agua Milli-Q acidificada a pH 3,0
com acido acético 1% e foram avaliadas. A escolha da taxa de fluxo foi baseado

em testes experimentais de 0,3 mL.min™
4.5 Método de extracao

O método extracado Foi otimizado, apOs avaliacdo entre dois métodos: a)
método QUEChERS que consiste na extracdo do agrotoxico apds agitacdo com
acetonitrila e posterior etapa de particdo empregando sulfato de magnésio anidro e
de acetato de sodio anidro; b) Extracdo em fase sdlida, que consiste na
extragdo/particio do analito de interesse com material polimérico de diferentes

caracteristicas.
4.6 Validacdo do método:

Depois de estabelecidas as melhores condicdes ométodo de determinacéo de
residuos de azoxistrobina em vinho foi validado. Entre os parametros de validacéo
gue foramdeterminados cita-se a linearidade, faixa de trabalho, limite de deteccao
(LOD), limite de quantificacdo (LOQ). Também foram avaliadas a exatiddo e a
precisdo do método desenvolvido.

Foram utilizadas 5 amostras de vinhos tintos Cabernet Sauvignon de
diferentes marcas, safra 2011, produzidos no municipio de Itaqui RS.

A preparacao das amostras se deu da seguinte forma:

e 5mL devinho+5 mL de H,O + Agitacdo 30 seg. em Vortex;
e 10 mL de acetronitrila + 1 minagitacdo em vortex;
e 4 g sulfato magnésio +1,7 g de acetato de sodio + 1 min. Agitagdo em vortex;

e Centrifugacdo 8 min.3.500 rpm;



e retirados 4 mL sobrenadante;

e Adicionados 100 mg PSA + 500 mg C!* + 600 mg Sulfato de magnésio;
e Agitacdo 1 min em vortex;

e 8 min em centrifuga velocidade 3.500 rpm;

e Sobrenadante = vial.

4.7 Metodologia

Em 2003, Anastassiades e seus colaboradores, com o objetivo de superar
limitacbes praticas dos métodos multirresiduo de extracdo disponiveis na época,
introduziram um novo procedimento de preparo de amostras para extracado de
residuos de pesticidas denominado QUEChERS, sendo que a pronuncia deve ser
“catchers" Esse método, que tem como vantagens ser rapido, facil, econémico,
efetivo, robusto e seguro e explora as possibilidades oferecidas pela instrumentacao
analitica moderna. Durante o seu desenvolvimento, grande énfase foi dada para a
obtencdo de um procedimento dinamico, que pudesse ser aplicado em qualquer
laboratorio, devido a simplificacao das etapas (MARJORS, 2001).

Baseado em dados da literatura, a quantidade de amostra escolhida no
desenvolvimento do método QUEChERS foi de 10 g, sendo esta considerada ideal
guando comparada a quantidades de 15 a 100 g normalmente utilizadas em outros
métodos multirresiduo (ARREBOLA et. al, 2003)

A selecdo do solvente de extragdo é um dos pontos fundamentais no
desenvolvimento de um método de extracdo multirresiduo. Muitos aspectos devem
ser considerados, entre eles: habilidade de extracdo de um amplo espectro de
pesticidas com diferentes polaridades, apresentar seletividade durante a extracao,
particdo e clean-up, compatibilidade com diferentes técnicas cromatograficas, baixo
custo, seguranca, além de observar a legislacdo ambiental.

Os solventes mais utilizados para extracdo multirresiduo de pesticidas séo:
acetato de etila, acetona e acetonitrila, sendo que cada um destes apresenta
vantagens e desvantagens.

Acetona e acetonitrila sdo misciveis com agua e promovem a extragdo em
uma fase Unica quando em contato com a matriz. Quando uma extracao é realizada

com acetona h& necessidade de adicdo de solventes apolares para que ocorra a



separacédo entre as fases organica e aguosa, 0 mesmo ndo é necessario quando se
utiliza acetonitrila, uma vez que a adicdo de sais ao extrato faz com que ocorra tal
separacdo (MASTOVSKA, 2004)

A utilizacdo de acetonitrila, entretanto, possibilita a extracdo de uma menor
quantidade de coextrativos lipofilicos provenientes da amostra, como por exemplo,
ceras, gorduras e pigmentos, e proporciona a extracdo de uma ampla faixa de
pesticidas com diferentes polaridades (COOKE et. al., 2001)

Acetonitrila quando acidificada permite recuperacfes satisfatérias de
pesticidas que geralmente apresentam problemas de estabilidade. Uma outra
grande vantagem € que acetonitrila € mais adequada para cromatografia liquida
(Liquid Chromatography, LC) acoplada a espectrometria de massas (Mass
Spectrometry, MS) do que acetona e acetato de etila. Sendo assim, acetonitrila foi
escolhida como solvente de extragdo para o método QUEChERS, empregando-se 10
mL do solvente para 10 g de amostra, resultando uma relacdo 1 g de amostra por 1
mL de solvente, sem envolver etapa de evaporacéo. Este valor € considerado baixo
se comparado a outros métodos de extracdo que normalmente apresentam uma
relacdo entre amostra e solvente de 2 a 5 g.mL™ no extrato final. Porém, com a
instrumentacdo analitica disponivel atualmente, esta relacdo € considerada
adequada uma vez que valores de LD entre 10 €100 ug.kg™ sdo obtidos para a
maioria dos pesticidas comumente analisados (ANASTASSIADES et al., 2003).

A maioria dos métodos multirresiduo de preparo de amostra empregam
blenders, como o Ultraturrax®, durante o procedimento de extracdo. Cooke e seus
colaboradores (1999), desenvolveram um dos primeiros procedimentos de extracao
multirresiduo de 89 pesticidas em espinafre, laranja, tomate e péssego, fornecendo
resultados satisfatérios comparaveis aos do método mini-Luke, que utiliza
Ultraturrax®. O procedimento de agitacdo manual ou com auxilio do Vortex possui
varias vantagens em relacdo a agitacdo mecanica, tais como, possibilidade de
realizar a extracdo a campo; a extragcdo ocorre em um Uunico frasco fechado nédo
expondo o analista, e possui rapidez, uma vez que ndo ha necessidade de lavagem
do homogeneizador entre extracdes. Portanto, no desenvolvimento do método
QUEChERS foi escolhida agitaco utilizando Vortex (ANASTASSIADES et al.,2003).

Métodos multirresiduo que utilizam acetonitrila, desenvolvidos até entédo, nao
empregam adicdo de nenhum tipo de solvente apolar no processo de particao. Na

extracdo com acetonitrila, a adicdo de sais é muito conveniente uma vez que é



rapida, facil, apresenta baixo custo, tem a grande vantagem de néo diluir o extrato
da amostra e proporciona a separacao das fases organica e aquosa.

A utilizacdo de sais secantes para melhorar a recuperacdo de pesticidas
polares foi descrita por Anderssone seus colaboradores (1991), os quais utilizaram
sulfato de sédio (Na,SO,). No desenvolvimento do método QUEChERS foi
empregada uma mistura de 1 g de NaCl e 4 g de sulfato de magnésio (MgSQOy). A
escolha do MgSO, foi devido a maior capacidade de remover agua quando
comparado a outros sais. Além de reduzir o volume de fase aquosa, sua hidratacéo
€ uma reacao exotérmica, tendo como resultado o aquecimento entre 40 e 45°C da
amostra durante as etapas de extragdo/particdo, favorecendo a extracéo,
especialmente dos compostos apolares.

A etapa de clean-up é essencial para promover robustez e confiabilidade aos
resultados obtidos pelo sistema cromatografico, uma vez que componentes nao
volateis da matriz podem ficar aderidos no conjunto injetor-insersor e também na
coluna cromatografica, alterando a resposta do sistema e aumentando a frequéncia
de manutencdes necessarias (ANASTASSIADES et al.,2003).

Tradicionalmente as etapas de clean-up empregam SPE, a qual utiliza
cartuchos ou colunas que contém entre 250 e 1000 mg de sorvente. Esta técnica
envolve operacdo manual, uso de diferentes solventes para lavagem do sorvente,
etapas de evaporacdo e secagem. Muitos fatores afetam a precisdo quando se
trabalha com SPE, entre eles o ajuste do sistema de vacuo e o fluxo dos solventes.
Esta técnica quando automatizada requer manutencgdo frequente, além dos sistemas
hoje disponiveis apresentarem um custo consideravel.

Um novo método de clean-up denominado extracdo em fase sélida dispersiva
(Dispersive Solid Phase Extraction, D-SPE) foi proposto juntamente com o método
QUEChERS, onde 1 mL do extrato é colocado em contato com uma mistura
contendo 25 mg do sorvente amina primaria-secundaria (primary secondar yamine,
PSA) e 150 mg de MgSO,. Ao contrario dos métodos ja existentes para clean-up
com SPE que utilizam cartuchos ou colunas, a D-SPE permite que o clean-up e a
reducdo de agua residual sejam efetuados de uma forma rapida e simultanea. Esta
etapa de remocdo de agua proporciona um extrato final de menor polaridade,
facilitando assim a precipitacdo de coextrativos polares. O sorvente retém as
interferéncias da matriz, sendo que depois da agitagdo manual e centrifugacdo o

extrato esta pronto para ser injetado no sistema cromatografico (MARTINEZ, 2005;



GARRIDO, 2005). A estrutura bidentada do PSA tem um elevado efeito quelante,
devido a presenca dos grupos amino primario e secundario. Como resultado, a
retencdo de acidos graxos livres e de outros compostos polares presentes na matriz
€ muito forte. Um clean-up eficiente garante uma maior vida 0til para os insersores,
bem como para as colunas cromatograficas, reduzindo assim a contaminag¢do do
sistema cromatografico (SHIMELLS et al, 2007)



5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Linearidade e faixa de trabalho

A Figura 2 apresenta os resultados obtidos a partir da curva analitica obtida
na etapa de validacdo do método cromatogréafico. Observa-se que 0s 6 pontos de
concentracdo empregados na faixa de trabalho (5,0 — 200 pg L™) apresentaram
comportamento linear e coeficiente de determinacdo r?> 0,99. Assim, de acordo com
a ANVISA e INMETRO estes resultados estdo dentro dos limites aceitaveis para

analise de residuos de agrotoxicos em alimentos.
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Figura 2: Representacdo dos picos cromatograficos obtidos para as 6 concentragdes avaliadas na

obtencéo da linearidade e da faixa de trabalho.

5.2 Limite de Deteccao e Limite de Quantificacao

O limite de deteccdo do método (LODy,) foi obtido através da relacdo entre o
sinal e o ruido (s/n) do instrumento. Sendo definido como LOD= (3 x s/n). Por outro
lado, o limite de quantificacdo do método foi definido como LOQ= (10 x s/n). Assim,
definiu-se como LOQ a concentracéo de 5ug L™ e o valor de LOD a concentracdo de
1,5 ug L™



5.2.1 Avaliagdo da exatiddo do método

De acordo com Ribani e colaboradores (2007), os processos mais utilizados
para avaliar a exatiddo de um meétodo analitico sdo: materiais de referéncia,
comparacao de métodos, ensaios e recuperacao e adicdo do padrdo. Neste trabalho
a exatidao foi avaliada em funcdo dos ensaios de recuperagédo, onde diferentes
niveis de concentracao do analito foram empregados, ja que a eficiéncia do método
pode variar em funcdo da quantidade da substancia adicionada.o processo de
extracdo das amostra foi realizado pelo método de QUEChERS Na literatura para a
validagcdo de métodos cromatogréficos, indica que os intervalos de ecuperacéo
aceitaveis para a determinacdo de residuos devem estar entre 79 e 120% com
precisao de até em torno de 20% ( RIBANI et al., 2004; KURZ, 2007)

5.2.2 Avaliagao da preciséo intermediaria do método

A precisdo avalia a dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrées em condi¢des
definidas.

A precisdo instrumental e a precisdo dos métodos foram adequadas para
métodos que quantificam elementos tracos em matrizes complexas como o vinho,
uma vez que apresentaram valores do desvio padrédo relativo (relative standard
deviation) RSD< 20% (RIBANI et al., 2007).

As vantagens do método estao inseridas no préprio nome em inglés significa
rapidez, simplicidade, baixo custo, eficiéncia, robustez e confiabilidade. O método
QUECHRES é aplicado a um amplo numero de agrotoxicos incluindo agrotoxicos de
carater basico, acidos e aqueles muito polares, fornece recuperacfes adequadas
para agrotoxicos com diferentes propriedades fisico-quimicas, devido & estas
vantagens, o método tem sido amplamente aceito, e esta sendo aplicado nos
métodos oficiais da AOAC para andlises de residuos de agrotoxicos em frutas
alimentos.

Paya et al., em 2007, desenvolveram e validaram um método multirresiduo
empregando o método QUEChERS para extragdo de 80 agrotoxicos. Trinta e oito

foram guantitativamente recuperados das matrizes de liméo, uva passa e pepino.



Banerjee et al., em 2007, validaram um método multirresiduo para analise de
82 agrotdxicos em uvas. Empregaram o método QUEChERS usando acetato de etila
como solvente de extracdo e determinacdo por CL-EM/EM. eles obtiveram LQ
menores de 10ug kg, com recuperacdes de 70 a 120% para a maioria dos

agrotoxicos estudados.
5.3 Aplicacdo do método em amostras reais

O método desenvolvido foi aplicado na determinacdo de residuos de
azoxistrobina em 5 amostras de vinho tinto Cabernet Sauvignon de diferentes
marcas da safra de 2011, provenientes de zonas de cultivo da Fronteira Oeste do
RS. Conforme os dados apresentados na Tabela 2 observa-se que ndo foram
detectados (n.d.) residuos de azoxistrobina .Assim, observa-se que as amostras
avaliadas estdo dentro o Limite Méximo de Residuo (LMR) estabelecido pela
Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) de 500 pg kg™ de acordo com

método empregado.

Quadro 2 : (n.d) N&o detectado residuos de azoxistrobina em 5 diferentes amostras de vinhos,,

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5

Azoxistrobina n.d n.d n.d n.d n.d
(ng L)

A linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir resultados
que sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito em amostras em
uma dada faixa de concentracdo. A linearidade de um método pode ser observada
pelo gréfico dos resultados em funcdo da concentracdo do analito ou entéo
calculados a partir da equacao da regressao linear (r) e frequentemente usado para
indicar o quanto pode ser considerada adequada a reta como modelo matematico,
sendo recomendado pelo IMETRO e ANVISA valores de r acima de 0,90 até 0,99.
Ensaios de proficiéncia empregando o método QUEChERS mostram que este
método é robusto, sendo o método transferido com sucesso entre os laboratérios
participantes. Nos Estados Unidos, este método foi adotado em 2007 como método

oficial da Association of Official Analytical Chemists (AOAC) para a determinacéao de



residuos de pesticidas em alimentos. O método QUEChERS também é considerado
meétodo oficial pelo European Committee for Standardization. Além disso, durante a
39a sessdo do Comité de Residuos de Pesticidas do Codex Alimentarius realizada
em 2007, os Estados Unidos apresentaram a proposta de oficializacdo deste, como
meétodo padrdo do Codex Alimentarius (AOAC, 2007).

De acordo com Jiménez et al. (2007), depois da vinificacdo a concentracdo de
fungicidas diminui consideravelmente, principalmente nos vinhos que sdo mais
clarificados, como é o caso dos brancos. No entanto, por vezes 0s seus metabolitos
secundéarios podem ser encontrados no vinho. Em vinhos tintos, bem como em
vinhos brancos, Cus et al. (2010) e Walorczyk et al. (2011) encontraram residuos de
agrotoxicos em vinhos .

Segundo Rodriguéz et al. (2011), a adicdo de enzimas pectoliticas leva auma
diminuicdo do teor de residuos de fungicidas devido a sua adsorcao pelaspartes

sélidas. Otero et al. (2003) detectaram residuos de ciprodinil e fludioxonil em uvas.



6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo permitem inferir que o método
QUEChERS empregado na extracdo das amostras para determinacdo de residuo do
principio ativo azoxistrobina em vinhos € eficiente, rapido preciso e exato.

O limite de quantificacdo do método nas cinco amostras analisadas para o
composto foi menor que os limites maximos de residuos definidos pela legislacéo
brasileira, ANVISA, para azoxistrobina em uvas, sendo este fato de suma
importéancia, uma vez que o Brasil em 2008 assumiu a lideranga mundial no
consumo de agrotéxicos segundo o Programa de Analises de Residuos de
Agrotéxicos em alimentos.

Apesar dos resultados obtidos serem favoraveis quer aos produtores, quer ao
consumidor final, € necesséario desenvolver mais pesquisas relacionadas com a
determinacdo de residuos de agrotoxicos em vinhos, uma vez que estes, além de
provocarem problemas enolégicos, graves ndo sdo monitorizados no Brasil e podem

colocar em risco a saude dos consumidores.
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