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Descreve-se método para a determinagdo de
residuos do fungicida Carbendazim em amostras
de uva. O procedimento compreende extragdo
simples com hexano:acetato de etila (1:1, viv) e
andlise por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia, empregando coluna de fase reversa,
fase movel composta de metanol:solugdo aquosa
1% de fosfato acido de potassio (65:35) e detecgdo
e quantificagdo na faixa ultra violeta visivel (UV-
VIS) a 286 nm. Os valores percentuais de
recuperagio de seis andlises para cada um dos trés
diferentes niveis de fortificagdo (0,5; 1,0; 5,0
mg/Kg) variaram de 76 a 101%, com coeficientes
de variagdo entre 4,5 e 104. Os limites de
detecgdo e de quantificagdo do método foram de
0,2 e 0,5 mg/Kg, respectivamente. Estes resultados
sugerem que o meétodo estudado é sensivel e
eficiente para determinagdo de residuos de
Carbendazim em uva.

INTRODUGAO

O fungicida sistémico Carbendazim, da classe dos benzimidazdis, é
empregado no tratamento de frutas, vegetais e cereais, tanto no periodo
de pré como no de pos-colheita, para evitar que doengas flngicas
reduzam o rendimento da produgdo e a qualidade dos produtos
comercializados.

A fruticultura representa atividade de grande importancia
econdmica e social para os paises do Mercosul. A comercializagéo de
frutas como laranja, limdo, péssego, uva, péra, magd, banana, morango,
ameixa, maméo e meldo rendeu ao Brasil US$ 14 milhdes em 1996 (1).
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Atualmente, somando pouco mais de 60.000 hectares, a cultura da
videira encontra-se estabelecida em quatorze Estados brasileiros.
Constitui-se na base de sustentagdo da exploragédo agroindustrial de
algumas regides, ndo somente pela produgdo de uvas de mesa, mas
também como matéria-prima para elaboragao de vinhos e derivados (2).
As videiras e, conseqientemente, as uvas, estdo sujeitas a intensos
ataques de mariposas como Loberia botrana e Clysia ambiquella e acaros
como Eotetria nychus carpini, que s&o insetos fitopatogénicos de facil
detecgdo e controle por pesticidas. Contudo, as ameacgas seérias que
podem levar & perda de produgéo sdo as doengas flngicas, como mildio,
oidio e mofo cinzento. Alguns fungicidas, como Carbendazim, sao
aplicados no controle destas pragas (3, 4).

Monitoramentos dos residuos de Carbendazim, portanto, s&o
importantes para verificar se os niveis encontrados correspondem aos
limites maximos de residuos estabelecidos pelas legislagdes dos paises
exportadores e importadores para viabilizar a comercializag&o desta fruta
e resguardar a saude da populagéo. Para tanto, & necessario o emprego
de métodos analiticos sensiveis, associados com técnicas
cromatograficas, que fornegam avaliagdo destes residuos, seja durante o
plantio, seja na etapa de pos-colheita.

Os métodos analiticos descritos na literatura empregam diferentes
solventes para a extragdo de residuos de Carbendazim de amostras de
frutas, tais como: cloroférmio, metanol, acetato de etila e acetona (5-10,
13-17). Além disso, apresentam numero razoavel de etapas experimentais
que os tornam muito laboriosos, pois consistem via de regra em: extragao,
filtrago, transferéncia de aliquota para funil de separag&o, particao e uma
etapa de remogédo de agua. A quantificagéo dos residuos de Carbendazim,
devido a labilidade térmica, é realizada por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia com detecgdo na faixa ultra-violeta visivel (UV-VIS) ou
fluorescéncia.

Neste trabalho descreve-se procedimento simplificado de extragéo
de residuos de Carbendazim em amostras de matriz de uva e sua
determinagdo por cromatografia & liquido de alta eficiéncia com detecgéo
espectrofotométrica na faixa UV-VIS.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 EQUIPAMENTO

Cromatégrafo a Liquido Shimadzu, equipado com injetor Rheodyne,
detector espectrofotométrico na regido UV-VIS SPD-10A, bomba LC-10AS,
acoplado a integrador Shimadzu C-R6A, coluna (125 x 4 mm, 5 um) e pré-
coluna de aco inox Lichrospher 100 RP-18, Merck.

As condigdes de operagdo foram: fase moével - metanol:solugéo
aquosa 1% de fosfato acido de potéssio - 65:35 (modo isocratico), viv,
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vazao da fase movel, 0,4 mL/min; temperatura, 25 °C; volume injetado,
20 uL (loop) e detecgdo no UV-VIS, 286 nm.

2.2 MATERIAL

Acetato de etila, hexano e metanol (nanograde, Mallinckrodt), cloreto
de sédio (p.a.), sulfato de sddio anidro (p.a.) e fosfato acido de potassio
(p.a.). O padrdo certificado do principio ativo Carbendazim (99% de
pureza) foi adquirido do Dr. Ehrenstorfer (Augsburgo, Alemanha).

2.3 AQUISICAO, AMOSTRAGEM E PREPARO DA AMOSTRA DE UVA

Amostras de uva Niagara Rosada in natura foram adquiridas no
comércio da cidade de Araraquara, SP. O procedimento de amostragem
consistiu em separar de maneira aleatéria trés porgdes de amostras de um
quilo cada uma. As unidades amostradas foram misturadas e duas quartas
porcdes em posicdes opostas foram tomadas, formando a amostra
composta, da qual foram efetuadas redugdes subseqgientes de tamanho.
Em liquidificador, por¢es de uvas foram homogeneizadas e armazenadas
em recipientes selados sob atmosfera de nitrogénio, em freezer.

24 PREPARO DAS SOLUGOES PADRAO DE CARBENDAZIM

A solucgéo estoque do padrao certificado do fungicida Carbendazim
foi preparada em metanol na concentragédo de 800 ug/mL. Posteriormente,
por diluicdes sucessivas foram obtidas as solugdes intermediarias e as de
trabalho, utilizadas para a determinacgéo da linearidade do detector, para a
fortificagdo das amostras de uva e para a obtengdo das curvas de
calibragdo. As solugGes foram mantidas em freezer (-18 °C).

2.5 FORTIFICACAO DA AMOSTRA DE UVA

O procedimento de fortificagdo consistiu em adicionar, de forma
homogénea, a 20 g de amostra testemunha, isto € que nao contém o
fungicida em estudo, 1,0 mL de solugdo padrao de Carbendazim nas
concentragdes de 2,0; 4,0 e 20,0 ppm, de maneira a resultar nos niveis de
concentragdo desejados: 0,5; 1,0 e 5,0 mg/Kg, respectivamente.

2.6 METODO

Uma aliquota de 5 g de amostra foi transferida para erlenmeyer,
juntamente com 2 g de cloreto de sédio (anidro) e 10,0 mL do sistema de
solvente hexano:acetato de etila (1:1, v/v). A mistura foi homogeneizada
com agitador de garras, durante 20 min. O sobrenadante foi transferido
para novo frasco e seco com 2 g de sulfato de sodio anidro. O extrato foi
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concentrado até o volume de aproximadamente 1 mL em evaporador
rotatério a 40 °C, retomado em 10,0 mL da fase mével, sendo 20 uL
analisados por cromatografia & liquido de alta eficiéncia. O esquema do
procedimento experimental foi comparado com a sugestao de THARSIS et

al. (1997) (Figura 1).

FIGURA 1 - COMPARAGAO DOS PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
PARA DETERMINAGAO DE RESIDUOS DE CARBENDAZIM

EM MATRIZ DE UVA
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Estudos preliminares, referentes a procedimento on-ine de
microextracao para determinacao de acaricidas em clementina (11), bem
como metodologia de analise de residuos dos fungicidas Tiabendazol e
Imazalil em laranja (12) nortearam a otimizagdo das condigbes
experimentais do método desenvolvido para amostras de uvas.

A fase movel (metanol:solugcdo aquosa 1% de fosfato acido de
potassio) foi testada em diferentes proporces de 50:50 a 65:35. A
proporgao 65:35 mostrou-se adequada, propiciando tempo de retencao de
5.18 min, compativel com a literatura (13) e permitindo a separacéo do
pico do fungicida dos interferentes da matrizz Com a adicdo do
modificador, fosfato acido de potassio, na fase movel (metanol-agua)
obteve-se excelente resolucdo para o Carbendazim. A identificagéo e a
quantificagdo de Carbendazim foi realizada, utilizando detector UV-VIS,
em 286 nm, que corresponde ao valor de absor¢do méaxima do fungicida
Carbendazim (13). A linearidade do detector compreendeu o intervalo de
0,1 a 10 ppm. A equagdo do grafico de calibragdo foi y = 9,72+247 58x
com coeficiente de regressado de 0,9996.

A validagao do método foi baseada na eficiéncia de recuperagao de
seis analises para cada um dos trés niveis de fortificagdo (Tabela 1). As
médias variaram de 90 a 96%, com coeficientes de variagdo de 4,5 a
10,4%. Os limites de detecgdo e de quantificagio foram 0,2 e 0,5 mg/Kg,
respectivamente, calculados pelo procedimento estatistico descrito por
THIER e ZEUMER (18). O valor de 5,0 mg/Kg é o limite maximo de residuo
permitido pelas legislagdes brasileira e internacional para a matriz de uva
(19, 20).

TABELA 1 - EFICIENCIA DA RECUPERAGAO DE CARBENDAZIM EM
AMOSTRAS DE UVA

Nivel de Fortificagdo Recuperagio Média™ | cV’
(mg/Kg) (%) (%)

0,5 76 - 101 90 104

1.0 87 - 101 9% 5.5

5.0 84 - 96 92 45

" média de seis analises.
* coeficiente de variagdo.

Na avaliagdo do método estudado frente aos apresentados pela
literatura deve-se considerar os valores de recuperagdo (exatiddo),
coeficientes de variagdo (preciséo) e a simplicidade do procedimento. A
Tabela 2 ressalta algumas diferengas entre o método proposto e os
descritos para andlise de Carbendazim em frutas por BUSHWAY et al,
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1991, GARRIDO et al., 1997, e THARSIS et al,, 1997. Verifica-se que o
valor de recuperagao obtido (96%) € suparior aos valores descritos pelos
autores citados para niveis similares de fortificagdo, demostrando a
eficiéncia do método proposto e a redugdo significativa de massa de
amostra e de volume de solvente empregado. Além disso, compreende
uma unica etapa de extragdo enquanto que o método de THARSIS et al.
para matriz de uva envolve etapas de extragdo, particdo, centrifugagéo e
clean up. Estes dados evidenciam que o procedimento de analise
estudado & simples, eficiente, econdmico e viavel para determinagéo de
residuos do fungicida Carbendazim em matriz de uva.

TABELA 2 - nogvpmbono DE METODOS DE ANALISE DE
RESIDUOS DE CARBENDAZIM EM FRUTAS

Método Massade | Volume Total de Nivel de Meédia®
Amostra (g) Solvente (mL) Fonrtificagio vy
(mg/Kg)
Procedimento Uva 20 1.0 . 96"
Estudado (5) (5.5)
GARRIDO et al. Magl 65 1.0 82"
(10) (5.7
BUSHWAY et al. Blueberry 350 0.8 76°
(50) (3.8)
THARSIS et al. Uva 68 1,2 75
(10) (2.6)

*média de: 5, > © °6 analises.
"coeficiente de variagdo.

4 CONCLUSAO

O método proposto para determinagdo de residuos de Carbendazim
em amostras de uvas fortificadas mostrou-se rapido e eficiente. Sua
principal caracteristica é a realizagdo de apenas uma etapa de extragao,
que representa consideravel economia de vidraria, reagentes, solventes e
também no tempo de analise, quando comparado com os métodos
descritos na literatura.

Abstract

A simple and efficient method for the. determination of residues of the fungicide
Carbendazim in grapes is described. The procedure is based on the simple extraction with
hexane:ethyl acetate(1:1, v/v) of homogenized fruit sample and further analysis with
HPLC-UV employing a reverse fase column, mobile phase composed of methanol:
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1% potassium acid phosphate agueous (65:35) and detection and quantification in UV-
visible range (UV-VIS) in 286 nm. The percentual values of recuperation of the six
analyses for each different levels of fortification (0,5; 1,0; 5,0 mg/Kg) ranged frem 76 to
101%, with variation coefficients between 4,5 and 10,4. The detection and guantification
limits of the method were of 0,2 and 0,5 mg/Kg, respectively. These results suggest that
the studied method is sensitive and efficient for determination of residues of Carbendazim

in grape.
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