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Jr
Calling — Dan Torres J\ § Ih

Don’t let what anyone says get you down

You can rise above it all and get to higher ground
| know something’s gonna change, don’t be afraid
Don't let what anyone does get to you

You can find a way to let the light, shine through

| know something's gonna change, don't be afraid
Keep calling never lose your faith

You're falling but everything's ok

And | know, help is on the way

So keep on calling, calling everyday

IIJ
Coisas que eu sei — Dudu Falcao J\ é ﬂ
Eu quero ficar perto

De tudo o que acho certo

Até o dia em que eu mudar de opiniao
A minha experiéncia

Meu pacto com a ciéncia

Meu conhecimento é minha distragéo

Jr
Coracao pirata — Roupa Nova J\ § Ih

As pessoas se convencem
De que a sorte me ajudou
Mas plantei cada semente

Que o meu coragao desejou

T
Stronger — Kelly Clarkson ‘P § Jh

What doesn't kill you makes you stronger
Stand a little taller

Doesn't mean I'm lonely when I'm alone
What doesn't kill you makes a fighter
Footsteps even lighter

Doesn't mean I'm over cause you're gone

Obs.: Algumas das musicas que embalaram esta tese e de alguma forma me ajudaram a

superar as fases dificeis.
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RESUMO

O coqueiro € a palmeira de maior importancia nos ecossistemas tropical e subtropical, pois
varias partes dele podem ser aproveitadas, garantindo assim a geragao de empregos, renda
e a alimentacao, com a exploragao de seu fruto na forma de agua-de-coco, 6leo e albumen
solido. No entanto, a cultura do coqueiro esta sujeita ao ataque de pragas e doengas que
causam prejuizos a producdo e afetam a qualidade dos frutos colhidos. A aplicagdo de
agrotoxicos € ainda uma das praticas mais utilizadas para o controle de pragas e doencas.
O principal objetivo desta tese foi analisar os aspectos no movimento/translocagdo dos
agrotoxicos no coqueiro, apos aplicacao pelo método endoterapico e posterior avaliacao da
contaminagéo da 4gua e do albumen sélido do coco. Foi realizada uma avaliagéo qualitativa
experimental para compreender os principais mecanismos de translocagao por sistemas via
raiz e tronco através da aplicacdo de tracadores (rodamina B e azul brilhante FCF). Foi
realizada a dissecac¢ao do coqueiro para compreender a sua anatomia e distribuicdo dos
feixes vasculares. Desenvolveram-se e validaram-se métodos para a determinacao de 10
agrotoxicos em estipe de coqueiro, 9 agrotoxicos em albumen sélido e 9 agrotéxicos em
agua-de-coco. Todos os métodos para a determinagao de agrotéxicos foram desenvolvidos
e validados utilizando como técnica de extracao e método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged e Safe) acetato modificado e, como técnica de analise, a cromatografia
liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (UHPLC-
MS/MS). O principal desafio no desenvolvimento dos métodos de extracgao foi a interferéncia
do alto teor lipidico do albumen sdélido e da dgua-de-coco no isolamento dos analitos de
interesse. Esta interferéncia foi eliminada com o congelamento do extrato em gelo seco
durante a etapa de particao. A aplicabilidade destes métodos foi avaliada em quatro Testes.
No Teste 1, foram monitoradas 36 amostras em triplicatas sendo, 18 de dgua-de-coco e 18
de albumen sélido de 3 regides brasileiras, Campinas-SP, Goianésia-GO e Neopolis-SE, nos
quais foram detectados carbofurano em todas as amostras de ambas as matrizes. Em
algumas amostras de Nedpolis foram detectados outros agrotdéxicos como carbendazim,
tiabendazol, ciproconazol e difenoconazol na agua-de-coco e, no albumen sélido foram
detectados ciproconazol, difenoconazol e espirodiclofeno. Em todas as amostras analisadas,
os valores de concentracao ficaram abaixo do limite de quantificacado dos métodos (< 10 ug
kg') garantindo a qualidade dos frutos analisados. No Teste 2, foram testadas as duas
modalidades de aplicacdo endoterapica de agrotoxicos: infusdo e injecdo. Os resultados
indicaram que a translocacdo ocorre uma vez que 0s agrotoxicos foram detectados e
quantificados no estipe a 15 cm acima do ponto de aplicagao. Ja no Teste 3, foram testados
6 diferentes tratamentos utilizando a endoterapia de injecdo, sendo 5 destes com diferentes
adjuvantes. Através de um delineamento inteiramente casualizado foram selecionadas 12
plantas, sendo coletadas amostras de estipe proximo aos pontos de aplicacdo, a copa do
coqueiro, e nos frutos do cacho 17 (plena formacéo de agua-de-coco) com 2 e 30 dias apds
as aplicacbes. A partir destes resultados, o Break-thru® foi selecionado como adjuvante
(agente permeabilizante ou penetrante) e o estudo foi ampliado para 60 plantas divididas em
dois tratamentos: (a) mix, 7 agrotoxicos comerciais e (b) ciproconazol. Estes tratamentos
foram subdivididos em dois procedimentos: injecao e infusdo e foi utilizado o equipamento
comercial Bite Infusion®. As amostras de estipe foram coletadas a 50 e 100 cm acima do
ponto de aplicagdo, em intervalos de 2 a 45 dias. A agua-de-coco e o albumen sélido das
amostras de frutos do cacho 19 e coco seco também foram analisadas em intervalos de 45
a 120 dias apés as aplicagdes. Os resultados mostraram que em ambas as técnicas
endoterapicas, injecao e infusdo, houve a translocagao de todos os agrotéxicos no estipe.



Ja no fruto nao foi detectado nenhum agrotéxico, indicando que o método endoterpico pode
ser eficaz para o controle de doengas e pragas sem risco de contaminar o fruto. No
procedimento utilizando apenas o ciproconazol, 0 método endoterapico de infusdo mostrou
que a translocacao pode ser mais rapida, com isto 0 método endoterapico de infusdo seria
o recomendado utilizando um volume menor de agrotéxico do que no método de injecao.
Contudo, os equipamentos para esta finalidade precisam ser melhorados para tornar esta
pratica vidvel numa area produtiva.

Palavras-chaves: Cocos nucifera Linn., QUEChERS, UHPLC-MS/MS, translocacéo,
agrotéxicos, endoterapia



ABSTRACT

The coconut palm is the most important palm in tropical and subtropical ecosystems because
different parts of it can be useful, thus ensuring job generation, income and alimentation, due
to the exploitation of its fruit in the form of coconut water, oil and solid albumen. However,
the coconut crop is subject to attack by pests and diseases that cause damage to production
and affect fruit quality. The application of pesticides is still one of the practices used to control
pests and diseases. The main objective of this thesis is to analyze the aspects of
movement/translocation of pesticides in coconut palm, after pesticide application by
endotherapy and subsequent evaluation of the contamination of the coconut water and pulp.
A qualitative assessment was performed to understand the main mechanisms of
translocation through the root systems and trunk by applying tracers (rhodamine B and
brilliant blue FCF). The dissection of the coconut palm was performed to understand its
anatomy and distribution of vascular bundles. Methods for the determination from 10
pesticides in coconut stem, 9 pesticides in pulp and 9 pesticides in coconut water were
developed and validated. All methods for the determination of pesticides used the
QuEChERS (Quick Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) modified acetate extraction
technique and ultra high efficiency liquid chromatography coupled with tandem mass
spectrometry (UHPLC-MS/MS) as the analysis technique. The main challenge in the
development of methods of extraction was the interference of the high lipid content from the
pulp and coconut water on the isolation of the analytes of interest. This interference was
eliminated with the freezing of the extract in dry ice during the partition step. The applicability
of these methods was evaluated by four tests. In the first test, 36 samples were monitored,
in triplicate, being 18 coconut waters and 18 pulps, from three Brazilian regions, Campinas-
SP, Goianésia-GO and Neodpolis-SE. Carbofuran was detected in all samples. In some
samples from Neopolis other pesticides such as carbendazim, thiabendazole, cyproconazole
and difenoconazole were detected in coconut water. Cyproconazole, difenoconazole and
spirodiclofen were detected for the pulp. In all samples analyzed the concentration values
were below the limit of quantification (<10 ug kg™') ensuring the quality of the fruits. In Test 2
both the endotherapic application modalities for pesticides were evaluated: infusion and
injection. The results showed that translocation occurs because pesticides were detected
and quantified in the stem 15 cm above the point of application. In Test 3 six different
treatments using endotherapy by injection were tested, and 5 of these with different
adjuvants. Through a completely randomized design, 12 plants were selected, stem samples
were collected close to points of application, in the canopy of the coconut trees, and in fruits
of bunch 17 (full formation of coconut water) at 2 and 30 days after applications. From these
results, Break-thru® was selected as the adjuvant and the study was extended to 60 plants
divided into two treatments: (a) mix of seven commercial pesticides and (b) cyproconazole.
These treatments were divided into two procedures: injection and infusion, and used the
commercial equipment Bite Infusion®. The stem samples were collected 50 and 100 cm
above the point of application with intervals from 2 to 45 days. The coconut water and pulp
from bunch 19 fruit samples and dried coconut were also analyzed with intervals from 45 to
120 days after application. The results showed that in both endotherapic techniques, injection
and infusion, there was translocation of all pesticides in the stem. Pesticides were not
detected in the fruit, indicating that the endotherapic method can be effective for the control
of diseases and pests without the risk of contaminating the fruit. With the procedure using
only cyproconazole, the infusion endotherapic method has shown that translocation may be



faster using a smaller volume of the pesticide in the injection method. However, the
equipment for this purpose needs to be improved to make this practice viable for production.

Keywords: Cocos nucifera Linn., QUEChERS, UHPLC-MS/MS, translocation, pesticides,
endotherapy
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Capitulo 1
INTRODUCAO

Para milhdes de pessoas que vivem em regides litoraneas tropicais e subtropicais, o
coqueiro (Cocos nucifera Linn.) tem uma grande importancia econémica, social e ambiental’
por ser uma cultura que abastece quase todas as necessidades basicas de subsisténcia da
vida, tais como: alimentacao, vestuario, moradia e transporte, a partir de produtos como 6leo,
fibra, palha, madeira, combustivel e utensilios domeésticos. Além disso, com a demanda do
mercado cada vez maior, 0 consumo do fruto é apreciado, especialmente, a agua-de-coco,
acucar, leite e 6leo-de-coco, que vem conquistando a culinéria pelo sabor, suas qualidades
nutricionais e baixo indice glicémico?. Por estas razdes, o coqueiro é classificado como uma
das plantas oleaginosas mais importantes do mundo® e uma das principais frutiferas
mundialmente cultivadas*. Por isso, ¢ intitulada como: “Tree of Life’, “Tree of Heaven” ou
“Arvore da Vida”'*.

Apesar de um mercado em ascensao, até mesmo com a exportacao desses produtos
supracitados, a producao do coqueiro € seriamente afetada com a ocorréncia de doengas e
pragas, causando perdas na producdo e afetando a qualidade de seus produtos®. E cada
vez maior o numero de doengas e pragas em coqueiros no mundo. Varios relatos de
sintomas nas raizes, estipe (caule) e folhas vém causando consequéncias com infestacdes
graves na plantacao, como a reducao da producao e a ma formacéao de frutos. Isto de fato
representa uma grande ameaca para a industria do coco”?.

A aplicagdo de agrotdxicos € uma das alternativas mais comuns no controle e
prevencao de doengas e pragas no mundo, sobretudo, utilizando a pulverizagao, que é o
método de tratamento convencional, o qual utiliza um spray com a nebulizagdo de
agrotéxicos®. Apesar do modelo agricola brasileiro se basear no emprego da pulverizagao
para ampliar sua produtividade, este método demanda em um alto volume de agrotdxicos
sendo usado. Contudo, parte desta aplicacdo pode ndo atingir o alvo, e isto impacta

negativamente o meio ambiente, o operador, a qualidade do alimento e a saude do
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consumidor. Além disso, com a deficiéncia na fiscalizacado fitossanitaria associada ao
comércio clandestino e a aplicagéo indiscriminada de produtos nao autorizados na lavoura,
o consumidor pode nao ter conhecimento da qualidade do alimento que estd comprando. De
acordo com o Ministério do Meio Ambiente (MMA) (2016)'°, o Brasil € o pais com maior
consumo mundial de agrotoxicos.

Combater as doengas/pragas na cocoicultura tém sido um desafio para os produtores
que investem na compra de agrotoxicos e métodos de aplicacdo convencionais. A
pulverizagao, com a aplicagao de agrotéxicos em partes superficiais e externas do coqueiro,
nao protege o tratamento do sol e/ou chuva. Os produtores permanecem relutantes em
mudar o uso de agrotdxicos e sua substituicdo por outras técnicas menos agressivas parece
estar longe de ocorrer é ainda um quadro tedrico e dificil de ser substituido''-'2. Além disso,
muitos agrotéxicos possuem modos de agao Unicos, ou seja, se bem aplicados atingem
imediatamente no alvo. Todavia, € necessario o desenvolvimento de métodos de aplicagéo
de agrotoxicos que oferecam vantagens como: (a) reduzir a contaminacao ambiental e
exposicao do produtor; (b) atingir o alvo com menos perdas, devido a altura da planta do
coqueiro que ultrapassa os 10 metros; (c) ser usado na presenca de ataques letais e
persistentes das pragas/microorganismos; (d) melhorar a eficiéncia quando o tratamento
foliar ou no solo n&o séo efetivos ou sao dificeis. Diante disso, a endoterapia vem ganhando
destaque por ser um método rapido, relativamente simples, duravel e consistentemente ativo
quando é aplicada uma quantidade conhecida do produto quimico na planta®'3.

A endoterapia € uma modalidade alternativa de aplicacao de agrotdxicos que vem
sendo pesquisada através do sistema de injecao ou infusdo de agrotoxicos. A diferenca
destas duas modalidades de aplicacdo endoterapica esta no modo de execugdo: (a) na
injecdo, o estipe é perfurado com o auxilio de uma furadeira num angulo de
aproximadamente 45°, e neste orificio € aplicada a dosagem de agrotoxico com uma seringa
de polietileno; (b) na infusédo, o préprio equipamento é encarregado de perfurar o estipe e
introduzir os agrotoxicos. Outra diferenca destas aplica¢des é que na infusao sé é retirado o

equipamento quando se tem a garantia de que todo o agrotoxico foi aplicado/adsorvido. Este
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sistema é baseado em conceitos fisicos como no principio de Bernoulli e Efeito Venturi®. Ja
na injecao, a propria planta é encarregada de absorver os agrotédxicos aplicados dentro do
orificio.

Os métodos endoterapicos se baseiam na aplicagdo dos agrotdxicos diretamente no
interior do estipe, através da translocacgao xilematica e a impulsdo com a evapotranspiragao
da seiva durante o ciclo fotossintético nas folhas. Diante disso, em monocotileddneas, a
endoterapia tem se mostrado um método promissor para 0s agrotoxicos sistémicos
juntamente com os adjuvantes, ao proporcionar a translocagéo desses produtos em plantas
de grande porte, como o coqueiro. O estipe do coqueiro é robusto com incontaveis vasos
lenhosos condutores de seivas que se comunicam em toda a sua extensao e suportam
varias perfuracées sem prejudicar o crescimento da planta e da gema apical (ponto de
crescimento) que se encontra na copa, sem ser atingida. Assim, com uma anatomia que
favorece este tipo de aplicacao ha a necessidade de maiores estudos quanto a sua eficiéncia
referente a aplicacdo endoterapica, a cinética de translocacado dos agrotéxicos, a duracao
do tratamento e a distribuigdo destes produtos dentro dos tecidos da planta® 4.

Ainda nao existem informacdes sobre o critério de selecao do agrotoxico para métodos
endoterapicos quanto ao numero de tratamentos, a dosagem, ao tipo adequado de
equipamento de aplicagdo e as caracteristicas da possivel distribuicao espago-temporal
desencadeada pelos agrotdxicos nas plantas'. Essa limitacdo de dados leva a dificuldade
de compreensdo dos mecanismos de acao dos agrotéxicos nas diferentes espécies-alvo
(doencas e pragas), e por isso, a interdisciplinaridade de areas é fundamental, como a
agronomia, fisica, quimica e botanica, pois envolvem estudos aplicados aos agrotéxicos e a
ciéncia das plantas's. E importante avaliar a translocagéo dos agrotdxicos no coqueiro e em
plantas de um modo geral para estimar os riscos de contaminacgao dos alimentos, causando
riscos a salide humana e ao meio ambiente'. A presenca de residuos de agrotoxicos no
fruto contrasta com os beneficios nutricionais a saide dos consumidores dos produtos do
coqueiro e podem trazer riscos em razao da toxicidade dos agrotoxicos, seja em sua forma

quimica original ou muitas vezes sob a forma de produtos degradados'’. Aplicacdo
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endoterapica dos agrotéxicos como um método alternativo para prevenir ou controlar as
doencas e pragas € pobremente compreendida, devido a falta de métodos analiticos que
avaliam a eficiéncia deste tipo de tratamento' 8,

Neste contexto, foi necessario o desenvolvimento de novos métodos para a
determinagao de agrotéxicos no estipe do coqueiro para avaliar a translocagao em amostras
coletadas acima do ponto de injecao e nos frutos [agua-de-coco e albumen sélido (polpa)]
gue apresentassem rapidez e alta eficiéncia. Em 2003, Anastassiades et al.',
desenvolveram um método rapido, facil, barato, eficiente, robusto e seguro, do inglés quick,
easy, cheap, effective, rugged and safe, cujo acronimo € QUEChERS. Nos ultimos anos,
QuEChERS sofreu varias modificacbes e tornou-se um método de extracdo bem
estabelecido para analise de multirresiduos de agrotéxicos em alimentos e amostras
agricolas®® com trés versdes principais: a) original, b) citrato e c) acetato. A eficiéncia do
método QUEChERS somada ao elevado grau de seletividade e detectabilidade da
cromatografia liquida e gasosa (LC e GC) acopladas a espectrometria de massas (MS)
consiste em muitas vantagens para a detecgdo de agrotoxicos?'.

Logo, este estudo se tornou importante, pois permitiu compreender alguns fenébmenos
que ocorrem no movimento/translocacao dos agrotéxicos no estipe do coqueiro e cujo mote,
ainda nao fora explorado na literatura cientifica. Adicionalmente, este trabalho propds o
desenvolvimento e a aplicacdo de métodos analiticos para avaliarem a translocacao de
agrotoxicos aplicados no estipe do coqueiro (método A) e a possibilidade de contaminagao
no fruto, como o albumen sélido (método B) e a agua-de-coco (método C) que foram
analisados separadamente, levando em consideragao os limites maximos de residuos (LMR)
estabelecidos para a cocoicultura utilizando métodos, como QUEChERS acetato modificado
e a cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas

sequencial (UHPLC-MS/MS).
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Capitulo 2
OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

Avaliar

a translocacao dos agrotoxicos aplicados por endoterapia no estipe de coqueiro

(Cocos Nucifera L.) e a possibilidade de contaminagéo no fruto (agua-de- coco e albumen

s6lido).

2.2 - Objetivos Especificos

%

%*

Selecionar os agrotoxicos utilizados no controle de pragas de Cocos Nucifera L;

Obter as condicoes de andlise dos agrotéxicos pela técnica de cromatografia liquida
de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-
MS/MS);

Desenvolver um método analitico para determinacao de agrotéxicos no estipe;

Desenvolver um método analitico para determinagéo de agrotdxicos no albumen
solido;

Desenvolver um método analitico para determinacdao de agrotdoxicos na agua-de-
COCo;

Validacao dos métodos de analise;

Aplicar os métodos de analise em amostras comerciais;

Avaliar a translocacao de tragadores Rodamina B e azul brilhante FCF no estipe de
coqueiro através dos vasos condutores de seiva para subsidiar o desenvolvimento
de tecnologias de aplicacdo de agrotoxicos nesta cultura, monitorando-o até os
frutos, compreendendo o sistema vascular responsavel pelo transporte/movimento
de seiva na planta;

Monitorar o comportamento dos agrotdxicos através de um estudo da translocagéo
dos mesmos aplicados em estipe do coqueiro (Cocos nucifera L.) e analise de

progresso espacial e temporal com variaveis ambientais da regiao em estudo.
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Capitulo 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Coqueiro

O coqueiro é uma planta da divisdo Espermatoéfita, classe Angiosperma, sub-classe
Monocotiledénea, de ordem Principes (Arecales), familia Palmae, tribo Cocoidae, género
Cocos e espécie Cocos nucifera Linn.22, E uma planta arbérea com copa densa e elegante.
A planta é mondica (6rgdaos masculinos e femininos na mesma planta). Com um tufo de
folhas pinuladas, entre 30-35, sendo que, cada pinula apresenta um tamanho entre 60-90
cm de comprimento, bem verdes na extremidade. A folha é constituida de peciolo curto e
por varios pseudo-foliolos, com 1-2 anos de vida e 6 m de comprimento. O caule é indiviso
chamado estipe, estirpe ou espique e raiz fasciculada. A inflorescéncia axilar € em forma de
cacho com flores femininas globosas. O fruto também é conhecido como noz-semente ou
semente, sedo que na sua parte interna é encontrada a agua-de-coco e o albumen sélido.
As variedades de coqueiro sdo: anao — representado por tipos com frutos verdes, vermelhos
e amarelos, tem autofecundacao e frutos destinados ao consumo de agua-de-coco com
inflorescéncia surgindo entre 2 anos depois do plantio e uma vida de produgéo entre 30-40
anos; gigante — também chamado de tipico, com uma coloracdo que varia do verde ao
amarronzado e frutos destinados a industrializagdo com inflorescéncia surgindo entre 6-10
anos depois do plantio e uma vida de produgao entre 60-70 anos; e o hibrido — proveniente
do cruzamento natural ou artificial entre gigante e ando com caracteristicas intermediarias?*
28.

O Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Coco da Embrapa Tabuleiros Costeiros
mantém a variabilidade genética por meio da conservacao de 35 acessos de coqueiro Anao
e Gigante, como: Ando Verde do Brasil de Jiqui (AVeBrd), Ando Vermelho de Camardes
(AVC), Ando Vermelho da Malasia (AVM), Ando Vermelho de Gramame (AVG), Anao

Amarelo de Gramame (AAG) e Anao Amarelo da Malasia (AAM), Gigante Oeste Africano
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(GOA), Gigante da Malasia (GML), Gigante da Polinésia (GPY), Gigante de Rennel (GRL),
Gigante de Rotuma (GRT), Gigante de Tonga (GTG), Gigante de Vanuatu (GVT), Gigante
do Brasil Santa Rita (GBrSR), Gigante do Brasil Merepe (GBrME), Gigante do Brasil Sao
José Mipibu (GBrSJM), Gigante do Brasil Baia Formosa (GBrBF), Gigante do Brasil Praia
do Forte (GBrPF), Gigante do Brasil de Pacatuba (GBrPC), Gigante do Brasil Olho de Cravo
(GBrOC), Gigante do Brasil Barreirinhas (GBrBA), Gigante do Brasil Luis Correia (GBrLC),
Gigante do Brasil Senador Georgino Avelino (GBrSGA), Gigante do Brasil Terra do Rei

(GBrTR), Gigante do Brasil Avenida (GBrAV)?.

3.2 - O mercado e os beneficios dos produtos do coqueiro

O coqueiro € uma fonte de édleo, fibra, alimento e madeira contribuindo de forma
significativa a alimentacédo, a melhoria da nutricdo e as geragoes de emprego e de renda®.
Todas as partes do coqueiro podem ser aproveitadas desde as raizes, folhas, estipe,
inflorescéncia, copra, seiva extraida das espatulas (toddy), palmito e principalmente, o fruto,
sendo todos eles, produtos comercializaveis®'. A Figura 1 apresenta os principais beneficios
do enquadramento ecossistémico do coqueiro, no aspecto de diversidade de utilidades,

protecdo ambiental e na identificagédo de grandes oportunidades comerciais®.

Cocos nucifera L.

‘ \

Diversidadede )
Alimentacao/ — diferentestipos de
s " Conservacdo do solo
Beneficios da satide cruzamentos de
‘ \ ; \_ variedades
Ciclagem de nutrientes Energia combustivel ‘ Sequestro de CO2
(Absorcdo de €02)

Oportunidades
comerciais

Figura 1 - Principais beneficios do enquadramento ecossistémicos do coqueiro
Fonte adaptada: GARCIA et al., 200928,
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O produto do coqueiro com maior possibilidade de mercado é o fruto, na forma de: a)
agua-de-coco; b) albumen soélido, do qual sdo produzidos o 6leo-de-coco, leite-de-coco,
creme-de-coco, coco ralado desidratado®, com as opgdes de consumo que podem ser de
forma in natura (frescos ou resfriados) e industrializada, como enlatados ou
empacotados®33; e ¢) casca do fruto em que sdo comercializadas as fibras e o substrato da
fibra de coco.

O mercado do coco seco é reconhecido pelos aspectos positivos do 6leo-de-coco,
principalmente pelas propriedades dos: (1) acidos graxos saturados, (2) acidos graxos de
cadeia média, (3) propriedades antimicrobianas e (4) antioxidantes. Essas propriedades
conferem beneficios a saude humana que vao desde a prevengéo, alivio ao desconforto até
a cura de doencas, como: cuidados dentarios, Ulceras pépticas, hiperplasia prostatica
benigna, herpes genital, hepatite C, bem como, HIV/AIDS. Além disso, ha um futuro
promissor para a produgao do éleo como fonte de combustivel®3435,

A agua-de-coco é altamente consumida e seu sabor pode ser diferenciado pela idade
do fruto. Por isso, para o consumo especifico de agua-de-coco, em termos de caracteristicas
de apreciagao do sabor, a melhor idade de colheita do fruto verde € entre 0 6° e 7° més apos
a inflorescéncia. A agua-de-coco é caracterizada por ser uma solugao estéril, levemente
acida, pouco turva, ndo viscosa, com mais de 90% de &gua. E rica em nutrientes, contendo
sais minerais, proteinas, gorduras neutras, acgucares, vitaminas, aminoacidos, alguns
fosfolipidios com atividade antioxidante, fatores de promogédo de crescimento com alta
capacidade microbial. Além disso, contém propriedades medicinais e nutracéuticas,
destacando principalmente as fungdes que podem auxiliar no desenvolvimento de novos
produtos. Assim como a agua-de-coco, a concentragdo das propriedades fisico-quimicas do
albamen sélido dependera do estagio de maturagao do fruto, sendo o melhor estagio ao 12°
més. A agua-de-coco é envolvida pelo albumen sélido, que é composto essencialmente por:
lipidios, minerais, carboidratos (aglucares e polissacarideos), fibras, acidos graxos,

proteinas, carboidratos, vitaminas e acidos organicos®43,
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A seiva do coqueiro também tem um mercado abrangente em produtos pouco
conhecidos no comércio e pouco comercializados, destacando-se, principalmente, na forma
de bebidas alc6olicas e na producgao de agucar. Ela é extraida a partir das inflorescéncias
fechadas, também chamada de espata, que sao incisadas e, posteriormente, recolhido o
liquido. Os coqueiros hibridos, como o PB 121 (resultante do cruzamento das variedades
Ando-amarelo da Malasia e Gigante Oeste Africano), sdo os mais recomendados para esta
producdo. Um importante estudo apontou os parametros para a producao de fluxo de seiva
a partir da inflorescéncia e, concluiram que entre sete a nove, ha oito inflorescéncias que
produzem maiores volumes de seiva*.

Também, partes do coqueiro com seu tronco e folhas sdo materiais empregados na
construcao civil e na sintese de plastico e artigos domésticos. Além do mais, nos ultimos
anos, a madeira vem sendo aproveitada na fabricacdo de moéveis de alta qualidade com
expectativa de comercializagdo no mercado local e, inclusive, internacional®.

A producéo de cocos no Brasil é liderada pela Bahia, seguida pelo Ceara e Sergipe.
Em 2015, Sergipe teve uma area de 37.834 hectares plantados com a cultura de coqueiro,
com uma produgé&o de mais de 248.000 frutos, resultando assim, numa produtividade de
6,56 mil frutos/hectares neste ano*. Nos Ultimos anos, devido ao aumento do valor agregado
dos derivados do coqueiro, expandiram-se as areas de producdo de coco no pais,
provocando, por conseguinte, deslocamento do cultivo para outras areas nao muito
tradicionais e em plantios comerciais tecnificados, principalmente na regido Nordeste, bem
como nos estados da regido Sudeste do Brasil. Logo, esta expansao do cultivo, aliada ao
monocultivo com a variedade anao verde, tem favorecido a incidéncia de novas doengas ou

uma severidade daquelas que anteriormente n&o tinham importancia econémica®2.

3.3 — Desenvolvimento, crescimento, morfologia e fisiologia do coqueiro

O coqueiro é uma palmacea, com estipe apresentando densidade de feixes vasculares
relativamente uniforme e desenvolvimento de um sistema ar-espago intercelular limitado. De

todas as partes do coqueiro, 0 estipe € o que menos tem recebido a atencdo dos
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pesquisadores, por ndo ser comercializado. Ele transporta alimentos para as raizes, folhas
e espatas, além de suportar todo o peso da copa com suas folhas e frutos. O estipe de
coqueiro nao-ramificado, relativamente resistente e bem desenvolvido, compreende em seu
apice, um tufo com aproximadamente 25 a 30 folhas, que protege a sua Unica gema terminal,
sendo a inflorescéncia sua Unica ramificagdo. As novas folhas sdo formadas na parte
terminal do estipe, situando o seu Unico ponto de crescimento (meristema apical), conhecido
popularmente como palmito. Sabe-se, portanto, que o coqueiro morre caso o meristema
apical, de algum modo, for atingido*®“°, o que corrobora sua importancia. Como
caracteristica desta palmacea, com a auséncia de raiz principal e continuo crescimento da
gema apical, o desenvolvimento da base do estipe € lento, possibilitando ao tronco uma alta
rigidez, ereta, cilindrica e sucessivas producdes de folhas e inflorescéncias. A inflorescéncia,
por sua vez, é ramificada dentro de um invélucro conhecido como espata, as quais sao
distribuidas e formadas entre as folhas*¢*8. Além disso, o coqueiro produz unidades de
inflorescéncias axilares, em ordem acropetal na axila de cada unidade de uma folhagem.
Desta forma, ao atingir a idade reprodutiva, mantém-se a capacidade de floragdo durante o
ciclo de vida, com o crescimento e produgao sincronizados®.

O interior do estipe, existe uma quantidade significativa de feixes vasculares
responsaveis pela translocagéo de seivas (bruta e elaborada). O processo de translocagao
inicia-se pelas raizes, percorre todo o estipe e finaliza nas folhas, local onde ocorre o
processo da fotossintese, da transpiragéao (processo fisioldégico) e da evaporagao (processo
fisico) e, consequente, perda de agua. Os feixes vasculares no centro do tronco sdo mais
espacados do que aqueles em direcdo a periferia. Como caracteristica das
monocotiledéneas, cada feixe vascular contém o xilema e o floema. O xilema é responsavel
pelo transporte de dgua e sais minerais (seiva bruta) e o floema responde pelo transporte
dos fotoassimilados contendo compostos orgénicos, como 0s agucares (seiva elaborada),
por exemplo®'. A formagdo dos primeiros feixes, para Menon e Paidalai*’, surge a partir da
area do meristema apical. Normalmente, aparecem de trés a nove feixes jovens,

distribuindo-se para as folhas em forma de V, tomando por base a direcao do centro da
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bainha fibrosa. Outra caracteristica importante do estipe é o parénquima (tecido de
preenchimento) localizado préximo ao xilema e ao floema que, mesmo estando velho, nao
tem o perimetro de sua espessura alterado. As vezes, é comum dois feixes, por estarem tio
préximos, unirem-se em um Unico pacote de feixes.

A Figura 2 apresenta o perfil com corte horizontal do estipe do coqueiro.

Figura 2 — Perfil do estipe com corte horizontal. As figuras (A) e (B) mostram que a parte extrema possui mais
feixes que o centro.
Fonte: Acervo pessoal da autora

As folhas do coqueiro séo formadas no meristema apical do estipe da planta. Sao do
tipo penada, constituida por um peciolo ou raque central que chega a atingir seis metros de
comprimento da sua extremidade a bainha que € a porgao mais larga que se prende ao
estipe e por 200 a 300 foliolos de 90 a 130 cm de comprimento que se prendem a raque. As
folhas s@o arranjadas na coroa em espiral, para a esquerda ou para a direita, possui
espessura cuticular embainhadas na base, firmemente presa ao estipe. Anualmente, a
emissao foliar das plantas adultas pode variar de 12 folhas no coqueiro gigante até 18 folhas
no coqueiro ando. Essas folhas permanecem vivas entre trés e trés anos e meio®.
Evidentemente, sob condicbes ambientais desfavoraveis, como uma estiagem prolongada,
por exemplo, pode haver uma diminuicdo na velocidade do ndmero de folhas nessas

variedades*”*8. A Figura 3 apresenta a estrutura foliar do coqueiro.
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Figura 3 — Estrutura foliar do coqueiro
Fonte: Oliveira, 20155'.

A copa das folhas € a fonte de assimilagao de carbono para o coqueiro, cujo tamanho
permanece mais ou menos inalterada até seu 10° ano*. A atividade fotossintética é
estimulada com o intercambio gasoso com o ambiente e a transpiracao ocorrido através dos
estbmatos, localizados na face inferior dos foliolos do coqueiro. Por sua vez, os estbmatos
abertos possibilitam uma melhor transpiracdo, maior absorcao de agua e sais minerais, além
de permitir uma significativa melhora na entrada de gas carbdnico. Por isso, o coqueiro é
uma planta altamente exigente com relacdo a luminosidade e ventos, elementos
essencialmente estimulantes na transpiragéo®’.

O coco é um fruto, cujo formato é ovoide ou eliptico, que possui uma estratégia de
protecao ecofisiol6gica da espécie, pois em sua parte interna é formada a agua-de-coco e a
améndoa para nutrir o embrido durante a germinagédo da semente®. O fruto do coqueiro é
considerado botanicamente como uma drupa (fruto carnoso com apenas uma semente),
apesar de que se desenvolve por intermédio de um ovario tricarpelar com trés évulos, sendo
estes, originalmente, dois dos quais se degeneram, e, ndo obstante apenas um deles é
fecundado e se evolui, empurrando e comprimindo os outros dois I6culos para o lado. A
composicao do fruto consiste basicamente em: a) camada mais externa conhecida como
exocarpo, b) casca fibrosa, o mesocarpo, ¢) casca marrom resistente, o endocarpo®>%. O
poro funcional que aloca o embrido é estreito. O tegumento interno (casca que protege a
semente), por seu turno, contém células tanifera que sao incorporadas ao endosperma.

Assim sendo, apés a fecundacao, a semente € nutrida por um Unico feixe, que se ramificara
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em varios outros feixes no ovario irrigando a semente. Posteriormente, a cavidade ou saco
embrionario se enche de endosperma liquido, nutre o embrido e aumenta em volume a
medida que o fruto cresce. O tamanho maximo, portanto, é atingindo cerca de seis meses
apos a fecundagao, momento este em que cessa a formagao de agua-de-coco. Logo, nesta
fase, o nucleo (endosperma sélido) comega a se formar na extremidade oposta da haste e
gradualmente, se estende ao redor a volta do interior. Inicialmente, o albumen sélido é fino
e gelatinoso e, posteriormente, torna-se mais espesso e solido. Apés, o desenvolvimento
celular, o endosperma se espalha com a deposigao intracelular de material gorduroso, ou

conhecido 6leo-de-coco®5¢- A Figura 4 apresenta a composic¢éo do fruto.
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Figura 4 — Fruto do coco. A - (1) exocarpo ou epicarpo; (2) mesocarpo; (3) endocarpo; (4) endosperma; (5)
embrido; B — Trés poros do fruto, destacando-o o poro funcional.
Fonte adaptada: http:/e-rastrillo.blogspot.com.br/2012/08/aceite-de-coco-una-maravilla-de-la.html”

Ao colher um fruto de coqueiro e retirar todo seu exocarpo, é possivel perceber com
nitidez trés nervuras e trés poros. Dois destes poros sdo ligados e apenas um deles,
caracterizado por ter um di@metro maior em relagdo aos outros dois é ativo, sendo este o
Unico funcional que permite o desenvolvimento e crescimento do embrido®’. O pericarpo
(parede de um ovério maduro) mostra a subdivisdo conhecida em um exocarpo (parte
externa ou epiderme dos frutos) de uma Unica camada lisa com paredes radiais cutinizadas
grossas, €, um mesocarpo parenquimatico densamente penetrado e embalado por feixes
vasculares dispersos, além de, um endocarpo esclerenquimatico, lignificada e duro que
protege a semente Unica, juntamente com o seu endosperma. Ainda, o pericarpo de frutos

de palmeiras é altamente diferenciado e, muitas vezes, exibe uma estrutura lenhosa, com


http://e-rastrillo.blogspot.com.br/2012/08/aceite-de-coco-una-maravilla-de-la.html
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base na formagéo abundante de esclerénquima, quer sob a forma de fibras ou esclereides®*.
Na parede interna do endocarpo encontram-se feixes vasculares ramificados, responsaveis
pela conducdo da seiva elaborada, através do pedunculo, que alimentam o albumen e
mantém a umidade durante a germinagao da semente®3.

O endosperma é composto por albumen: (a) liquido, a agua-de-coco e (b) sélido, a
polpa-de-coco, que surge a medida que o fruto amadurece. Ambos sdo tecidos que
compdem a parte do endosperma do tipo nuclear, nos quais os embrides se desenvolvem
com a estrutura de pos-fertilizagao. Por causa da notoriedade que o endosperma é tecido,
justifica-se a quantidade de fitorm6nios descobertos no fruto. As auxinas e as citocininas,
portanto, sdo os grupos majoritarios de fitorménios responsaveis por importantes fungdes
como as divisbes de células, formagao de clorofila, estimulacdo para diferenciacao dos
tecidos da planta, efeitos de antienvelhecimento em plantas e, também utilizados como
fatores promotores de crescimento na cultura de tecidos de plantas®®6'. A 4gua-de-coco
comeca a se acumular no fruto 30 dias ap6s a fecundacao e atinge um volume maximo aos
180 dias®.

A estrutura do coco é tao robusta e elaborada, que além de amortecer a queda do fruto
e ter resisténcia a agua, o fruto pode ter flutuabilidade por até 4 meses em agua salgada e
ainda germinar em terra seca®. O fruto do coqueiro atinge a maturidade completa quando
atinge uma idade de 11 a 12 meses. A menos que seja colhido precocemente para o
consumo de agua-de-coco, por exemplo, o fruto completa seu ciclo natural, amadurece e
eventualmente, cai da arvore. Por causa de sua casca dura, o coco totalmente maduro nao
quebra facilmente, e mesmo caindo de grandes alturas, o conteudo do fruto permanece
protegido. Ao cair do pé, o coco seco, como é conhecido, € um fruto de coloragdo marrom
com aspecto de fruto morto, e pode permanecer debaixo da arvore por meses até que um
broto verde empurra seu caminho para fora, iniciando-se, entdo, uma nova vida?’. Deste
modo, para um manejo agronémico de coqueiros eficaz e, como também, para uma relativa
garantia de alta produtividade ininterrupta de frutas, as palmaceas precisam ser fertilizadas

de forma adequada e regularmente. Nesse sentido, o declinio da producgéao de frutos comeca
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com a idade de cerca de 50 anos, para a variedade gigante ou cerca de 35 anos para o
coqueiro ando. Outrossim, o desenvolvimento e desempenho da copa sao influenciados por
fatores como variedade, idade e distancia de plantio, condigdes de luz/sombra, bem como,
precipitacdo, disponibilidade de umidade, textura do solo e composicdo genética do
coqueiro*®. Apds a formagao e o amadurecimento do fruto, em condigbes ideais de cultivo,
inicia-se o processo germinativo, originando-se uma nova planta e formagao da muda®.

A Figura 5 apresenta duas fotos ilustrativas da estrutura do fruto maduro e germinado

e da formacao do embrido, através do poro de germinacao ou ativo.
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Figura 5 — Fotos ilustrativas da estrutura e germinagéo do coco. A) embrido com formato cilindrico; B) albimen
s6lido; C) endocarpo; D) embrido germinado saindo do exocarpo e E) perfil do embrido através do poro de
germinagao.

Fontes adaptadas: HODGE, W.H., 1956%; ARMSTRONG, W. P., 2000%4; KATZER, G., 201155,

Quando o estipe surge, ainda no fruto, ele incha em uma massa carnuda, denominada
"pro-estipe”, a partir do qual, as folhas e raizes principais fazem o seu aparecimento.
Inicialmente, o estipe cresce com um formato de cone invertido e amplia-se a medida que
cresce para cima. Assim, a atividade meristematica da ponta de crescimento da muda
aumenta com a idade, de modo que, mais células e feixes vasculares sdo produzidos
resultando em uma haste mais espessa como a plantula (embrido vegetal ja desenvolvido,
mas ainda ligado a semente) em desenvolvimento. Quando o estipe atinge o estagio
completo de seu crescimento, uma haste de perimetro bastante uniforme é formada e o
mesmo se torna visivel*®. A Figura 6 apresenta um fruto germinado, sendo nitida a formagéo

do estipe, das primeiras folhas e a formacao da raiz, a partir da germinagéo do embrido.
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Figura 6 — Fruto germinado sem o exocarpo para melhorar a visualizagdo das raizes e a muda de coqueiro.
Fonte: Acervo pessoal da autora

3.4 — Sequéncia de Fibonacci-filotaxia em plantas

A sequéncia de Fibonacci € um design natural, facil de reconhecer devido a simetria,
com consequéncias naturais, criado a partir de um padrdo de espirais. E possivel ver os
espirais frequentemente, como no furacéo, no DNA, no sistema solar, nas pétalas de girassol
ou na concha de caracol. Nao obstante, nas plantas, a filotaxia é o arranjo das folhas em
torno do estipe. Em suma, Fibonacci-filotaxia representa um fenédmeno matematico que
confere a expansado de uma planta por meio de seus espagcamentos adequados, referentes
ao posicionamento das novas folhas. Isto significa que esta distribuicdo visa a estabilidade
de forma 6tima para o melhor acesso a luz solar®. Basicamente, existem dois tipos de
filotaxia predominantes no reino vegetal: (i) padrdo cruzado, onde um par de folhas de lados
opostos do caule em cada nivel e seus pares sucessivos estdo em angulos retos, (ii) padrao
espiral, que corresponde uma unica folha em cada nivel do caule e sucessivas folhas formam
um angulo constante, chamada de genética espiral®’-8,

A percepcao de simetria em plantas é essencial para explorar um conceito matematico.
As observagdes de espagos regulares em folhas em um frequente arranjo espiral descrevem
sofisticadas e especificas propriedades de espacamento, observado e relatada por
Fibonacci e Leonardo da Vinci. Schimper introduziu o conceito de angulos entre folhas
consecutivas em um espiral e seu ciclo de folhas como divergéncia, o conceito do niumero

de voltas ao redor do estipe dividido pelo numero de intervalos entre as folhas em seu ciclo,
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expresso como uma fracdo em uma volta, ou seja, o angulo entre as folhas numeradas
consecutivamente € constante para planta. O numerador e o denominador desta fracao
confirmaram a sequéncia de Fibonacci. Em 1837, os irmaos Bravais questionaram este
conceito de divergéncia, propondo um “angulo ideal”, que seria (360°)/((golden section)? =
(360°)/((V5 + 1) / 2)2 = 137,5°, também é conhecido como angulo de ouro, pois se C é a area

de todo circulo, A/B=B/C®"°. A Figura 7 mostra esse angulo.

Figura 7 — Demonstragédo do “angulo de ouro” com 137,5°.
Fonte: (Rehmeyer, 2007)%

Atualmente, ndo existe uma teoria que explique a universalidade dos variados
recursos de formacao de padrbes de plantas e filotaxias, pois sdo dificeis de provar
experimentalmente. O que existem sdo modelos matematicos baseados em observacoes
que reproduzem esses padrdes de espirais. Muitas duvidas ainda cercam os pesquisadores
e o principio Fibonacci-filotaxia persiste sem respostas comprobatérias. Considera-se que,
esse padrao de encurvatura, visto nas configuragbes de deformagdes na superficie das
plantas, pode ser uma estratégia de minimizacao de energia de uma concha comprimida

sobre uma base elastica em triades quase periddicas®®"".

3.4.1 — Sequéncia de Fibonacci no coqueiro

A familia Aracaceae sao um grupo de palmaceas com diferentes formas, cores e
tamanhos de folhas e inflorescéncias e em sua grande maioria os espirais de folhas e flores
sao claramente discerniveis e, nesta lista, esta o coqueiro. As publicacées com referéncia a
sequéncia de Fibonacci em coqueiros foram extensivamente estudadas e publicadas pelo

grupo do professor indiano T. A. Davis, associado a varios colaboradores*®7273,
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O coqueiro baseia-se num arranjo de cinco espirais de folhas na coroa e estabelece
uma relagédo com a sequéncia de Fibonacci. No apice da coroa, saem as folhas primordiais
ao longo de um espiral exponencial e o seu crescimento é quase conico. Assim, folhas
sucessivas saem em intervalos uniformes e fixos, sem sobressair uma sobre a outra. Cada
folha € colocada em uma deflexdo angular de 137,5° da folha procedente. Esses espirais
podem girar no sentido horario em uma planta e anti-horario em outra, projetado sobre um
plano, resultando em um padr&o de espirais*”"2. As folhas do apice sdo determinadas pela
posicao das folhas mais velhas. A Figura 8 apresenta uma projegao do perfil de Fibonacci-
filotaxia do coqueiro com uma numeracao das folhas e a formacao de cinco espirais. Ja a

Figura 9 apresenta o perfil do estipe mostrando a diregéo dos espirais foliares no coqueiro.

Inflorescéncia aberta

Figura 8 - Perfil da filotaxia do coqueiro com vista do topo

Fonte adaptada: Sobral et al.,®°
- i

Figura 9 — A ndo-heranga da dirego de espirais foliares do coqueiro.
Fonte: Davis et al.,*®.

Davis & Davis em 19877% concluiram em um estudo hipotético que as disposigoes
das folhagens alternadas no coqueiro ndo eram herdadas ou determinada geneticamente.

Em dados coletados em 42 lugares ao redor do mundo e de 70.000 coqueiros, notou-se que
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a proporcao de espirais horario e anti-horario em coqueiros mostrava diferencas
hemisféricas. Por exemplo, os coqueiros com folhagens no sentido horario (canhoto) estao
na maioria no hemisfério sul e os coqueiros anti-horario (destro) estdo em maior proporgéao
no hemisfério norte. Este estudo ainda revelou que o quociente de inclinagao esta melhor
correlacionado com a latitude magnética do que a latitude geomagnética ou geografica.
Minorsky & Bronstein, em 20067° se opuseram a esta ideia e afirmaram que a hip6tese de
latitutes geomagnéticas nao deve ser descartada, mas ser considerado um fator que tem
uma grande influéncia nas variagdes espago-temporais em coqueiros. Como é impossivel
provar por experimentos naturais essas variacdes geomagnéticas, existem varias hipoteses
fisicas e quimicas que influenciariam as reag¢des bioquimicas do coqueiro, tais como: (1)
pulsacdes de potenciais elétricos das plantas induzidas por variagcbes magnéticas da Terra
gera oscilagcbes no potencial elétrico; (2) tempestades e correntes magnéticas; (3)
polarizacao, difusédo e migragao eletroforéticas de proteinas de auxinas dentro da membrana
da célula; (3) solos salinos; (4) bactérias magnetotacticas e varios animais como insetos e
aves migratérias. Mais uma vez, as duvidas e incertezas sobre Fibonacci-filotaxia
permanecem e nenhuma conclusao foi possivel ser evidenciada para o coqueiro, intrigando
0s pesquisadores que buscam uma resposta convincente para este fenémeno natural.

Em suma, a sequéncia de Fibonacci em coqueiros mostra a estratégia das folhas
desta palmacea quanto ao angulo formado e ao crescimento em espiral em torno do estipe,
fazendo com que estas folhas ndo se sobreponham. Desta forma, as folhas exp6em melhor
superficie para atividade fotossintética, consequentemente, maior exposicao solar,
bombeamento/succédo dos sais minerais dissolvidos no solo, equilibrando a translocagéo e
transpiracdo de seivas, uma vez que o coqueiro necessita de muita energia para sobreviver,
gerando todo o ciclo de translocagao de nutrientes do coqueiro*#7:48,

A transpiracdo é o movimento da agua a partir do solo, que aciona o fluido pelos
tecidos vasculares por um mecanismo de absorcao por capilaridade, descrita pela teoria
coesdo-tensao. Isto significa que a perda de agua por evaporacao reduz a pressao da agua

no interior da folha em relagcédo a pressao atmosférica. Essa pressao reduzida puxa a agua
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para fora do solo, depois para o xilema com o intuito de manter a hidratagédo da planta*. Nos
estbmatos das folhas, a seiva/agua € evaporada, como tal caracteristica é criado uma
SuUCGao que puxa o xilema para cima, no sentido acrépeto. Assim, as folhas funcionam como
bombas de sucgdo em ascensdo das seivas e sua forga motriz € a energia solar®'. Além
disso, a transpiragao das plantas € um processo invisivel, porque a evaporagao da agua é
realizada na superficie das folhas. O volume de agua, as taxas de transpiragao e o fluxo de
seivas variam geograficamente e ao longo do tempo, dependendo de alguns fatores que os
estimulem, como: temperatura, umidade relativa, altera¢cdes de pressao de vapor, vento e
movimento do vento. Além disso, as plantas adaptam a minimizacao de transpiracao e, ainda
perdem 4gua para a atmosfera durante a troca gasosa necesséria para a fotossintese.
Ademais, o coqueiro é bastante exigente em luz suficiente para realizar fotossintese, com
alta demanda nas taxas de transpiragcao, implicando no cultivo em areas chuvosas e/ou com
abstracdo de aguas subterrdneas, bem como, as variagbes espago-temporais
(evapotranspiracdo) alteram de acordo com a idade e estrutura da planta®4.

Como a translocacgao esta diretamente ligada a transpiracao, s6 havera translocagéao
de agua e sais minerais pelo xilema e aglcares pelo floema na planta, com a transpiracao
foliar. As raizes do coqueiro geram gradientes de pressao negativa, no entanto, a quantidade
de agua transportada é somente uma pequena fragdo desta demanda resultante da
evapotranspiracdo oriundas das folhas™. E possivel modelar o fluxo de seiva nas arvores
envolvendo as variagdes do diametro do estipe, além do armazenamento de agua no estipe
nos tecidos, impulsionados pela transpiragcao foliar e pelo crescimento celular irreversivel.
Estes estudos de modelagem permitem melhor compreensdo do estado-da-arte e dos
parametros do ciclo hidrico em plantas como o coqueiro®'. As atividades de translocagéo-
transpiracdo envolvem um equilibrio complexo no balanceamento de potenciais quimicos
entre as fases internas e externas (Usgua,solo = Magua,raiz € Maguajfolha = Hagua,ar) . Assim, conhecer
0s principais processos fisiolégicos, anatdmicos e morfoldgicos da planta permite aprimorar

o cultivo da espécie, direcionando as boas praticas da cocoicultura no que tange a
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produgao/produtividade, principalmente de frutos. A Figura 10 faz uma referéncia

esquematica ao equilibrio entre a transpiracao e a translocagéao.
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Figura 10 — Foto representando o equilibrio entre a translocagao e transpiragao.
Fonte: Acervo pessoal da autora

3.5 — Tracadores

Tragadores sao substancias capazes de marcar/tragar/esclarecer informagdes
extrinsecas de processos estudados, refletindo o comportamento de um sistema. Séo
utilizados em estudos para o conhecimento do mapeamento quantitativo e/ou qualitativo,
diregéo, comportamento e o0 monitoramento em varias areas de pesquisa como subsidios de
informagcbes em processos bioldgicos, industriais e ambientais®®, como: (a)
radiois6topos®’, (b) agrotdéxicos marcados®®8; (c) substancias fluorescentes, (d) corantes de
alimentos®, (e) compostos quimicos®'®3; (f) compostos bioldgicos®®, (g) compostos
ativaveis®. Por isso, os tracadores devem apresentar caracteristicas como: ser bastante
soluvel e ter boa dispersao; nao reagir com a agua ou alterar suas propriedades fisicas e
quimicas; nao se dissociar em agua; ser estavel, ndo sofrendo degradacéo fisica, quimica
ou biolégica; ndo interagir com a matriz (ser livre dos fenémenos de adsorcao, absorgcéo e

troca ibnica); poder ser utilizado em baixas concentragdes por questoes de toxicidade, custo
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e transporte; ser de facil deteccdo e mensuragdo a baixas concentragdes, de forma
quantitativa por qualguer método®’.

Corantes de alimentos empregados como tragadores, como o azul brilhante FCF,
foram utilizados em: (a) aplicacao de chorume no solo e estudo sobre percurso de fluxo
contaminado para investigacdo dos padrdes de infiltracdo®; (b) estudos no Canada com
informagdes qualitativas utilizando aguas rasas com a auséncia de sistemas de
injecao/deposicao®'%; (c) estudos para investigacéo do fluxo de dgua através do solo''; e
(d) avaliagao qualitativa e quantitativa, com o uso de substancias tracadoras nos estudos de
deposicdo em pulverizagdo'®.

Grande parte dos trabalhos que utiliza tragadores externos faz avaliagées quantitativas
usando técnicas analiticas, como: espectrofluorimetro, plasma indutivamente acoplado ao
espectrometro de massas — (ICP-MS), do inglés, inductively coupled plasma mass
spectrometry, cromatografia a gas acoplada ao espectrometro de massas — (GC-MS), do
inglés, gas chromatography coupled mass spectrometry, cromatografia eletrocinética micelar
- (MEKC), do inglés, micellar electrokinetic chromatography e cromatografia liquida de alta
eficiéncia — (HPLC), do inglés, high performance liquid chromatography. Contudo, os
tracadores também podem ser utilizados em abordagens qualitativas quando ha a
necessidade de informagdes sobre o procedimento envolvido®”.

Tragadores fluorescentes como Rodamina B foram usados, como: 1) tragador de calda
em estudos de avaliagio de bicos de pulverizagéo de agrotdxicos na cultura do algodéo'®3;
2) desenvolvimento de método rapido e de baixo custo para avaliar a eficiéncia de deposicao
durante a pulverizagio de agrotdxico na cultura do milho'®; 3) determinacédo de residuos
agrotoxicos organofosforados em amostras de vérios vegetais'®; 4) método qualitativo que
detecta a presenca de lipase extracelular produzida por microrganismo lipolitico'%; 5)
estudos ambientais na avaliacdo do transporte de coldéides em meio porosos, na

contaminacgao de aguas subterraneas e solo, e em estudos de rochas costeiras e erosdes®’.
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3.6 — Translocacao de agrotoxicos em plantas

As plantas terrestres enfrentam o desafio e a necessidade de adquirir e reter agua, por
iss0, em resposta as pressdes ambientais, as plantas desenvolveram raizes e folhas. As
raizes sao responsaveis por ancorar a planta e absorver dgua e nutrientes, enquanto que as
folhas absorvem a luz e as taxas de gases. O xilema transporta a agua e os minerais do
sistema radicular as partes aéreas da planta, enquanto que, no caso do floema cabe ao
tecido translocar os produtos da fotossintese das folhas maduras redistribuindo agua e
outros compostos em todo o corpo da planta. Assim sendo, uma forma de avaliar as
velocidades do transporte do xilema e floema, relacionadas com a taxa de difusdo é a
utilizacdo de tragadores'®.

Nos ultimos anos, com a perspectiva de ferramentas alternativas, e devido a
necessidade de compreensdao dos mecanismos de acao de substancias dentro da planta,
realizaram-se alguns estudos sobre a translocacdo de agrotoxicos, adotados no controle
quimico em diferentes partes das plantas (raizes, folhas e/ou caule) em diferentes culturas,
tais como: milho'"; cevada'®®; soja'®; mucuna''?; planta oleaginosa (Leptospermum
scoparium)'''; batata, tomate e uva''?; feijao''®, soja''4, gramado para golfe''®; alface
espinhoso''®; videiras''”; algodao''®; aleloquimico (leptospermone) em plantas'';
coqueiro®; espécies de plantas de zonas Umidas'®; plantas aquaticas'?'; amarantus de
altura (Amaranthus tuberculatus)'??; café (Coffea arabica)'? e plantas variadas'?.

Nestas pesquisas, as motivagdes destes estudos foram a translocagéo de agrotdxicos,
devido a isso, foram investigadas em diferentes abordagens com aspectos de absorcao,
metabolismo e debromacéo utilizando agrotéxicos radiomarcados ou tragcadores nas plantas.
Esses estudos compreenderam contextos, tais como: a) resisténcia de patégenos; b)
resisténcia no tempo de ativagao, persisténcias no efeito e protegéo; c) tipos de bicos de
pulverizadores; d) tamanho e queda da gota pulverizada; e) pulverizagdo com interagcbes
sinérgicas; f) adicdo na mistura de um ou mais agrotoxicos a calda de pulverizagéo; g)
formacao de brotos adventicia; h) quantias adicionais de agua; i) aumento da concentracao

de principio ativo; j) clareamento de plantas tratadas e redugdo de crescimento; )
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intensidade de luz; m) absorgao, acumulagao, translocagao acropetal (para cima, xilematica)
ou basipetal (para baixo, floematica); n) fitorremediacao; o) estimativa de meia-vida de
agrotéxicos.

Nos processos que envolvem os equilibrios dentro da planta, o metabolismo é
transportado pelas membranas e pelo sistema vascular, seguindo os principios de leis fisico-
quimicas que regem as transformacdes quimicas e energéticas. No entanto, no que diz
respeito ao transporte de produtos quimicos, como os agrotéxicos, por exemplo, as plantas
desenvolveram um sistema peculiar em seu metabolismo. Com isso, desperta na sociedade
cientifica um interesse pelo estudo de métodos sobre absorcéo de agrotdxico e seu destino
dentro das plantas, pois sdo assuntos de interesses de natureza econémica e ecoldgica. A
permeabilidade de produtos quimicos pelas membranas e o desenvolvimento de métodos
que os identifiquem e quantifiguem sao necessarios para indicar as concentracdes e
degradacdes desses compostos. E um desafio obter informagdo sobre a translocacéo de
agrotoxicos, informacao de suma importancia para indicar o acesso que € desencadeado
dentro da planta; se a concentragéo aplicada atinge o alvo, seja ele uma praga e/ou doencga;
ou se a concentracdo aplicada contamina o fruto. Logo, questionamentos, como: quais sao
0s ions responsaveis pelo transporte de agrotéxicos dentro do simplasto, do vacuolo, do
floema e xilema? Quais sdo as constantes de balan¢co de massas envolvidas no processo
de translocacao? Estes questionamentos podem ser respondidos através de muitos estudos
que ainda nao foram compreendidos'?.

O que se tem em estudos sobre translocacao de agrotdxicos sao resultados baseados
em observagdes visuais, ou analises bioldgicas, como a selecao do tecido das palmaceas
doentes para a detec¢ao da infeccao na primeira fase de desenvolvimento da doenca. Estes
estudos terao implicagées importantes na adocao de estratégias de manejo contra doengas
na cocoicultura, relacionadas a mortandade de pragas ou retrocesso da doenga'26-"3°,
Adicionalmente, estudos tém sido direcionados embasando-se em modelagens matematicas

que permitem estimar o comportamento do agrotdxico dentro da planta's!.
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Em monocotileddneas, os vasos condutores de seiva estdo localizados dentro dos
feixes vasculares. A medida que envelhecem e ficam mais alta, as palmas néo adicionam
outros vasos no sistema vascular. Portanto, a natureza dos vasos pré-definidos associada
ao funcionamento hidraulico e mecéanico de diferentes células proporcionam ao coqueiro,
um sistema hidraulico simples. Deste modo, sua arquitetura hidraulica é mais pré-
determinada do que as das dicotiledoneas, e por isso, torna-se altamente eficiente'®2,

Em tratamento de coqueiros utilizando agrotéxicos, a translocacao sugere calculos do
balango de massas, através do transporte do xilema (tronco, folhas e casca do fruto) e pelo
floema [palma, espatula, albumen soélido e fluido (4gua-de-coco)]'®. A introducdo e
movimento de agrotdxicos dependem da vasculatura da planta, o que, possivelmente, leva
a variar o tamanho, o padrdo e a distribuicdo dos vasos. Nas angiospermas, como o
coqueiro, 0s vasos estdo associados as taxas de fluxo relativamente altas para mover a
agua. Anatomicamente, as arvores séo sistemas conectados e suas raizes absorvem a agua
e solutos (ou seja, minerais na forma dissolvida) através da rizosfera (raiz-solo). O
movimento hidrdulico para cima, em diregcdo ao vértice, é transportado pelo xilema,
dependente de transpiragdo dos estdmatos e impulsionado pela umidade perdida
(evaporacdo) a partir da superficie da folha para a atmosfera'34.

Embora o movimento de seiva bruta no caule seja acropetal (para cima), existe uma
variacao consideravel no caminho de circulacdo de agua entre as espécies. A ascensao de
agua nas arvores segue dois padrées basicos que sao o espiral € o de subidas verticais.
Produtos quimicos sistémicos que se movem para cima dependem do trajeto de suas
subidas, sendo que a distribuicdo de agua mais completa é por subida em espiral, que ocorre
em um numero de espécies, incluindo o xilema das coniferas, como nos coqueiros'*. O
padrao de melhor absor¢ao/captacao de agua é provavelmente produzido pela manha e no
final da tarde quando a tensdo (transpiracdo) cai, com o equilibrio de turgescéncia
restaurado, com menores temperaturas e iluminagao solar’3, evitando a perda de muita dgua

ou a desidratacao da planta.
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Nao obstante, a translocagédo ascendente dos agrotoxicos depende das propriedades
fisico-quimicas que governam o comportamento dos agrotdxicos, assim como sao
dependentes também do volume de seiva das arvores. Os estudos sobre translocacao
exigem conhecimento de duas propriedades principais dos agrotéxicos, como: A) coeficiente
de dissociagdo de &cida (pKa), uma vez que certos agrotéxicos estdo sensivelmente
ionizados em valores de pH encontrados nas plantas, e isso dificulta a interpretagéo e
previsao do seu comportamento. B) log Kow, que avalia a hidrofobicidade do agrotéxico.
Quanto maior os valores de Kow, maior € a lipofilicidade e, consequentemente, maior a
afinidade de uma molécula dentro de um ambiente lipofilico ou por solventes apolares. Um
composto organico com afinidade pelo octanol é um indicativo do grau de lipofilicidade
(afinidade a gordura), como também ¢é indicativo de extensao a sorcao e do potencial de
bioacumulacdo em organismos pela cadeia alimentar'3>138,

No xilema, a translocagéao é realizada das raizes para a parte aérea e a predominancia
de substancias hidrofilicas move-se com o fluxo de agua e sais minerais dissolvidos. A
afinidade de qualquer substancia é expressada pela solubilidade em &gua, diferenca da
pressao hidrostatica e direcado do menor potencial de agua, a partir da succao de agua pelo
parénquima foliar causado pela transpiracao, podendo ocorrer a translocacao de agrotéxicos
via xilema. Agrotdxicos polares, translocados via xilema, pelo movimento transpiratério séo
favorecidos pela alta temperatura, irradiacao solar, baixa umidade e potencial de agua no
solo estabelecendo um gradiente de concentragao entre a parte externa da raiz e a parte
interna da planta'®.

Ja no floema, importante para a atividade de muitos agrotoxicos, predominam
substancias com carater lipofilico e o deslocamento dependera da afinidade quimica por um
dos sistemas de transporte. Por isso, no floema, o comportamento de sua distribuicdo num
sistema bifasico liquido-liquido é estimado pelo Kow. O pKa, a partir de um determinado pH,
indicara a dissociagado do agrotoxico, como exemplo, os acidos fracos. Dependendo do pKa
do grupo ionizavel, havera um equilibrio entre a forma ionizada (mais soluvel em agua) e a

forma protonada (mais lipossoluvel), em cada lado da membrana. Na parte externa das
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células, predomina a parte aquosa, que tem um pH mais baixo que no lado interno, onde a
forma protonada é mais abundante. Esta diferenca de pH é criada pela acao da bomba de
ions de H+/ATPase'*.

A Figura 11 apresenta a relacao entre o coeficiente de dissociacdo acida (pKa), o
coeficiente de particdo octan-1-ol/agua (Kow) € a mobilidade do floema e xilema. Relaciona
também as propriedades fisico-quimicas exigidas para os compostos acidos fracos e nao

ionizados com aqueles que apresentam o comportamento sistémico.
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Figura 11 - Relagao entre o coeficiente de dissociagéo acida (pKa), coeficiente de partigcdo octan-1-ol/agua (Kow)
e a mobilidade do floema e xilema. Propriedades fisico-quimicas requisitadas de compostos acidos fracos e ndo
ionizados em varios tipos de comportamento sistémicos.

Fontes adaptadas: Bromilow et al., (1990)'*! e Collins et al., (2006)°.

Os agrotoéxicos nao ionizados apresentam um log Kow> 4, € sao sistémicos em plantas,
com 6tima absorgao pelas raizes. Logo, as propriedades fisico-quimicas dos agrotéxicos
desempenham um papel importante na translocacao de produtos associado a absorcao, a
lipofilicidade e a forga de dissociagdo do &cido'”%8. Adicionalmente, para Oliveira Junior et
al.’®, o equilibrio entre a ionizagéo e a lipofilicidade corrobora para maior mobilidade e
translocacéao pelos vasos condutores de seiva. Os agrotoxicos com maior facilidade para
penetracdo na membrana celular sdo compostos nao ionizaveis, apresentando log Kow de 0
a 3, e movem-se principalmente pelo xilema. Compostos com maior lipofilicidade ndo sao
translocados devido a forte particao sofrida no tecido vegetal. Ja os agrotéxicos com maior
capacidade de translocar pelo floema sdo, normalmente, os acidos fracos que se

movimentam pelo xilema. De maneira complementar, segundo Chamberlain et al.'®, a faixa
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de agrotdxicos nao ionizaveis é mais estendida para os valores de log Kow>5 que nédo sao
translocados. Ainda, a absorcao e translocagao sao processos de equilibrio mantidos com o
tempo. Assim, o pH da solugao de agrotéxicos, bem como o pH da seiva, exercem influéncia
na absorcao e transporte para as partes aéreas das plantas.

Levando-se em consideracdo a polaridade (log Kow) € a ionizagdo (pKa.) dos
agrotoxicos, o equilibrio entre a translocacéo pelo floema e xilema determina o padrao de
distribuicdo dos agrotdxicos. As variacoes especificas da translocacdo de agrotdxicos
podem ser atribuidas as diferentes espécies e/ou variedades de plantas, assim como aos
fatores relacionados as diferengas no metabolismo, na anatomia, na fisiologia da planta e
nas propriedades fisico-quimicas dos agrotéxicos. Por estas razbes, os padrbes de
translocacéo variam quando s&o aplicados no solo, caule e folhas'®,

Sicbaldi et al.’®® avaliaram a absorcao pelas raizes da soja e translocagéo via xilema
de alguns agrotdxicos com diferentes empregos como, fungicidas, herbicidas e inseticidas,
tais como o carbendazim. Para isso foi empregada a técnica de pressao de camara que €
utilizada para estudar as propriedades hidraulicas e osméticas de sistemas radiculares.
Assim, fracoes de xilema e floema foram coletadas e quantificadas por HPLC. A eficiéncia
da translocacao foi assegurada pelo fator de concentracao de fluxo de transpiracéo (TSCF),
calculada pela relagédo néo linear entre TSCF e o log Kow. Os resultados mostraram que as
translocacdes de agrotéxicos na soja foram obtidas por compostos que apresentavam
lipofilicidade intermediaria e que diferentes agrotoxicos estavam em diferentes extensdes na
planta.

Em outro estudo mais recente sobre a absorgéo e translocacao de organofosforados
e outros contaminantes emergentes, encontraram-se compostos polares e semipolares de
alimentos em culturas de forragens oriundas de aguas residuais e lamas de depuragao em
solos agricolas. O inseticida estudado foi o N,N-dietil-meta-toluamida (DEET) em pH 5,5. O
estudo foi avaliado utilizando-se as técnicas de extragdo QUEChERS acetato e técnica de
andlise GC-MS. O resultado mostrou a bioconcentragcéo do inseticida em raizes e folhas de

cevada, no pasto e na cenoura. Esse estudo mostrou a caréncia de conhecimento das
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propriedades quimicas das plantas, os mecanismos de absorgao e a analise da composi¢ao
quimica das mesmas, avaliando os riscos de exposicao de compostos nocivos que podem
ser transferidos diretamente para o ciclo da cadeia alimentar. Essa informagéo se torna
importante, pois assim, é possivel evitar o cultivo de certas culturas em areas
contaminadas®.

3.7 — Os avancos e as novas tecnologias na aplicacao de agrotoxicos

A utilizacao de agrotoxicos na atividade agricola tem preocupado os pesquisadores de
varias areas. Embora a aplicagdo desses produtos possa trazer beneficios, como o aumento
da producao/produtividade, por exemplo, ha também o risco de impacto negativo ao meio
ambiente, inclusive o de originar produtos de transformac&o mais nocivos do que o produto
original. Apesar da grande quantidade de dados sobre a degradagéo dos agrotoxicos, é dificil
prever a extensdo e as vias de degradacdo. Assim, manifestam-se questionamentos
importantes, como: Quais os métodos estdo disponiveis para avaliar e prever a degradagao
dos agrotdéxicos na natureza? Existem estratégias disponiveis para identificar a
transformacado dos agrotoxicos, seja no desaparecimento do composto original e/ou, a
detecgao de produtos de transformagdes no ambiente? Atualmente, as técnicas disponiveis
sao limitadas e aplicaveis a uma escala infima do universo. Técnicas cromatograficas
associadas a espectrometria de massas (GC-MS e LC-MS/MS) nao distinguem, no aspecto
de previsao, processos de transformagdo com relacdo a metabolizacdo dos agrotéxicos
como a diluicdo e a sorcdo combinada com o rigoroso balanco de massas do sistema
ambiental. Contudo, gracas aos avangos em espectrometria de massas, quadros mais
completos dos produtos de transformagdes surgirdo nos proximos anos. Em contrapartida,
serd possivel confrontar a sociedade sobre os efeitos a forma de saude humana e ao
ambiente em relagdo a aplicacao desordenada e irresponsavel de agrotoxicos. Ao passo
que, alguns consideram os LMR aceitéveis e sem risco a saude, outros pesquisadores 0s
consideram como um desvio fundamental ao principio de cuidado e precaucdo'™’. O que foi

compreendido € que o0s produtos quimicos acumulados nas plantas podem ser
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metabolizados e reduzidos em sua concentragdo nos tecidos da planta. Entretanto, o
conhecimento dos processos e das taxas metabdlicas sao especificos para determinados
produtos quimicos, bem como, para algumas espécies de plantas®.

Nas duas ultimas décadas, o emprego de agrotdxicos em grande escala buscou a
reducdo de pragas e o controle de doengas em coqueiro e os esforgos para erradicar ou
minimizar os danos na agricultura tém sido dispendiosos. Entretanto, os agricultores
continuam a sofrer com as perdas na producao/produtividade. Sendo assim, centros de
pesquisas em coqueiro tém direcionado os estudos na identificagcdo de variedades
resistentes, bem como, em agentes de controles biolégicos®. Paralelamente, técnicas de
aplicacdo de agrotéxicos estao sendo estudadas com o intuindo de substituir a pulverizagao,
tais como: os métodos endoterapicos (injecao e infusao de tronco), “pasta de tronco” e
armadilhas para insetos'#?. Os métodos de pulverizagbes sdo caros e com as desvantagens
de ndo atingir o alvo, incluindo o desvio para locais ndo desejados, o que nao ameniza as
perdas de producao/produtividade dos agricultores, além da potencialidade de causar
resisténcias em pragas e doengas'*.

As estratégias com diferentes tecnologias de aplicacdes endoterapicas tém crescido
muito nos ultimos anos e foram descritas pela primeira vez por Leonardo Da Vinci no século
XV, aplicando-se uma dose de injecao de arsénio através de furos realizados com uma broca
em troncos de macieiras, obtendo-se resultados de translocacdo. Hoje, os métodos
endoterapicos, sdo ferramentas alternativas de aplicacdo ndo destrutiva de produtos
quimicos com definidas vantagens: (1) utilizagao de produtos quimicos sem a contaminacao
do agricultor, (2) reducdo do potencial de exposicdo ambiental, e (3) util quando as
aplicagdes de solo e foliares sao ineficazes ou de dificil aplicagdo (arvores altas). A injecao
em arvore é usada quando correm o risco de ataque de pragas destrutivas ou persistentes '+
9.

Os métodos endoterapicos conhecidos como inje¢ao sistémica ou xilematica podem
ser divididos ao fornecer ou ndao uma pressdo externa ao sistema de aplicacdo de

agrotoxicos, diferenciando os métodos de infusado e injecao do tronco, respectivamente. Esta
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também é a condi¢do que pode limitar a dindmica para que o agrotédxico atinja o alvo. Ja
existem equipamentos comerciais com tecnologias capazes de infusionar ou injetar
agrotéxicos, como: Bite Infusion (Vitzani str, Italia), TREE I|.V. micro-infusion system,
Air/Hydraulic micro-injector (Arborjet, Inc. Woburn, EUA) e Eco-ject® Microinjection System
(Bioforest Technologies, Canada), ArboCap® e ArboProf® (Tecnoverd, S.L. Espanha).
Muitos estudos sao realizados para as aperfeigoar técnicas ja existentes. Atualmente, estas
tecnologias tém sido utilizadas, com sucesso, em espécies como maca, pera, cereja,
abacate, dendezeiro, uva e na arboricultura. A capacidade das arvores de absorverem o0s
agrotoxicos através do sistema vascular depende das espécies, da pressdo externa
exercida, do clima (verdo, e dias de sol), assim como, do conhecimento da espécie e da
técnica instrumental empregada. Todavia, o fator limitante destes métodos sdo os tamanhos
dos furos ou buracos obtidos na perfuragéao para a aplicacao dos agrotdxicos que nao podem
ser alargados, pois podem surtir efeitos secundarios referentes a cicatrizagéo, infecgdes
parasitarias e exsudacio de seivas®'43.144,

Para aplicagéo de agrotoxicos com diferentes propriedades fisico-quimicas, utilizando
0s métodos endoterapicos como sistema de controle em plantas, é necessario compreender:
(i) o método de aplicagao, (i) a quimica aplicada, e (iii) o estado das arvores, além do
conhecimento de uma série de variaveis intrinsecas e extrinsecas, tais como as espécies de
arvores, saude da arvore e o método de tratamento. Estes incluem a idade da planta, as
condigdes do solo (textura, estrutura, umidade, pH, minerais e drenagem), e a exposicao
(sol, sombra)™*°. Alguns estudos que utilizaram os métodos endoterapicos basearam-se
em: (a) aplicacdo de inseticidas'*; (b) método de injecao para o coqueiro’®; (c) injecdo do
herbicida metano-arseniato acido monossodico (MSMA) em coqueiros com resinose’®; (d)
injecdo de inseticidas no estipe de dendezeiros'’; (e) injecéo de inseticidas em plantas'?;
(f) método de injecao utilizando o equipo de soro para introducdo de agrotoxicos em

palmeiras'®.
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3.7.1 — Estudos de aplicacao endoterapica em palmaceas

A expansao das técnicas de injecao veio com o surgimento dos primeiros agrotoxicos
sistémicos em meados da década de 1970 e, aliados a isso, veio a preocupagao com as
consequéncias das lesdes causadas com a introdugao da furadeira. O fato é que as plantas
nao cicatrizam ou regeneram os tecidos lesionados, ainda no caso das palmaceas nao é
formado calos e nem reconstituicdo dos tecidos. Assim, é criado uma barreira estreita de
vedacao, isolando a area saudavel da area injuriada. A vedacao é a melhor forma de prevenir
a introducdo de microorganismos, assegurando e protegendo essas areas lesionadas. O
tecido das palmaceas sao diferentes das demais arvores e, quando os tecidos celulares sao
feridos ha o surgimento de necrose e ressecamento da ferida junto as células vizinhas, além
da producéo significativa de fendis através de células do parénquima e, as vezes, de
suberina e tiloses, produzindo a impermeabilizacdo da zona de vasos por gomas. Por isso,
lesbes profundas e extensas que poderiam ser mortais para arvores, nao tém consequéncias
graves para as palmaceas, pois ndao impedem a continuagcdo do crescimento da planta,
desde que nao lesione o meristema. Em suma, as palmas n&o selam as feridas, mas séao
muito menos frageis que as arvores. Desta forma, a preocupacao prevalecente com relagéo
a endoterapia é sobre a sua eficiéncia e custo. O método endoterapico deve ser aplicado o
mais baixo possivel no tronco para permitir que o agrotdxico transloque acropetalmente no
estipe pelo xilema e basipetalmente pelo floema®®.

Ferry & Gomez (2013)8 afirmaram que o método da endoterapia é de longe o mais
interessante por sua eficiéncia e inocuidade, e ao observaram as perfuragées anos apds o
tratamento verificaram que ndo houve nenhuma consequéncia nas arvores. Além de manter
a sua estabilidade mecéanica, quando bem aplicada, esta técnica apresenta grande potencial.
Contudo, nenhuma técnica, por si s, se nao for aplicada dentro de uma estratégia de
erradicacao integrada, sera eficaz. Em 40 anos de pratica, para algumas palmaceas, a
injecdo ja € uma pratica padrao com eficacia para fins preventivos e curativos, além disso,
nenhum artigo menciona problemas causados ao utilizar o tratamento endoterapico de

injecao. Por isso, ao defender o método endoterapico de injecdo como uma opc¢ao real e
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como componente em programas de erradicacdo foram realizadas as seguintes
observacgoes: (i) Os orificios ocasionados pela inje¢cdao afetam um ndmero muito pequeno de
feixes vasculares, mostrando que a palméacea pode suportar maiores lesdes. (ii) A aplicacao
em uma area infestada s6 pode ser efetuada se o custo e a frequéncia forem baixos o
suficiente, se for de facil aplicagdo e apresentar uma elevada eficacia durante um longo
periodo de tempo. Evidentemente, que ndo devem ser empregados agrotdxicos de curta
duragao, bem como, este método ndo deve ser um tratamento rotineiro que tenha que ser
repetido frequentemente, até porque um orificio ndo pode ser reutilizado, porque o ferimento
no qual o produto é injetado selara rapidamente. (iii) A utilizacao de técnicas de injecao tem
a vantagem de reduzir, de forma significativa, os riscos ambientais e de saude, em
comparagao com os tratamentos de pulverizacdo. A aplicabilidade desta pratica s6 tera
sucesso com o conhecimento anatbmico da planta. (iv) Em palmeiras para producao de
frutos é necessério garantir e estar atento ao calendario do tratamento e/ou escolhendo o
agrotoxico em que o residuo ndo estara presente no fruto na época da colheita. Os poucos
resultados disponiveis em diversas palmeiras demonstraram a auséncia de residuos ou seus
produtos de degradacao. (v) Existe um preconceito com este método de aplicacao, devido
aos ferimentos causados nas plantas, a natureza da solucdo injetada e a adigcdo de
adjuvante como os &cidos, principalmente na Franga, onde a pratica ainda é proibida.
Contudo, as formulacdes e os métodos de injecao evoluiram e muitos pesquisadores tém se
rendido a esta pratica. Entretanto, os resultados obtidos com os inseticidas ndo s&o muito
conclusivos e mais estudos sdo necessarios, considerando o agrotéxico injetado, o método
da injecao e o tempo de injecao antes da colheita. (vi) Os estudos avaliando as eficiéncias
desta pratica foram: (1) Andlise de folhas de palmeira para avaliar o teor de residuos de
inseticida. (2) A observagao da mortalidade larval por dissec¢do das palmeiras tratadas. (3)
Comparacao do estado de saude entre palmeiras tratados e néo tratadas, em parcelas de
terreno.

Alguns estudos sobre a aplicacao de agrotéxicos utilizando o método endoterapico de

injecao no estipe do coqueiro foram publicados utilizando os seguintes principios ativos:
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monocrotofds'™%153, dimetoato, fosfamidom, formotiom, monocrotofés e demetona-metil',
MSMA'# | tiabendazol'*, fosfito'*°. As abordagens foram diversificadas como: (a) aplicagao
de agrotdxicos com e sem diluigao, (b) resultados analisados por observag¢des que provaram
ser mais eficazes contra pragas e menos prejudicial do que a pulverizacao, (c) dosagens
que combateram as pragas, (d) dosagens que provocaram a mortandade das folhas, (e)
avaliacao de residuos no fruto utilizando métodos de extragées complexos, sem validagao e
sem especificacdo das condigcdes do método utilizadas no cromatégrafo, (f) bioensaios, (g)
método utilizando cromatografia de ions.

A injecdo de agrotoxicos em coqueiros ndo é uma técnica nova e esta sendo explorada
desde a década de 1970 com diferentes abordagens. O que se nota é a auséncia de métodos
analiticos eficientes e reprodutiveis capazes de detectar/quantificar a translocacao seja no
estipe, folhas e/ou frutos. Atualmente, existe um mercado promissor investindo em
tecnologias alternativas de aplicagdo endoterapica, que fogem dos métodos convencionais,
como as furadeiras, por exemplo, prometendo minimizar o impacto da area de aplicacao.
Contudo, existe uma lacuna relacionada ao estudo de translocag¢ao acropetal ou efetividade

de translocagao em plantas coniferas como o coqueiro com resultados mais prolongados 2.

3.7.2 — Adicao de adjuvantes a calda de agrotoxicos para a aplicacao em coqueiros
Os adjuvantes sao substancias cuja composicdo atuam como agentes
permeabilizantes ou penetrantes que, ao serem adicionadas a calda de pulverizagdo ou
injecao, tém como caracteristica, aumentar absorcao e translocagao, melhorando a eficacia
do principio ativo na area aplicada. Esses agentes de permeabilizacao abrangem os agentes
qguelantes, materiais catibnicos ou aniénicos e materiais zwiteriénicos. As composigcdes dos
agrotéxicos e dos adjuvantes podem ser misturadas conforme a necessidade de tratamento
da planta, para o uso eficaz pretendido'®. Pesquisas relacionadas a absorgdo de
agrotoxicos e aplicacao de adjuvantes podem ser divididas em trés distintos periodos, como:

1° - 1950 até meados de 1980 com testes de surfactantes, 6leos e sais de amoénio e

umectantes. 2° - entre 1980 a 1990 com importantes descobertas nas estruturas dos
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surfactantes quanto as propriedades fisico-quimicas dos ingredientes ativos, com a
introducédo e compreensado dos modos de acao dos surfactantes organossiliconados. 3° -
1990 até os dias atuais, com novas abordagens e descobertas que continuamente surgem
neste campo de estudo. As dificuldades para compreensao dos mecanismos de agao dos
surfactantes devem-se a duas razdes: abordagem complexa que envolve diversos
mecanismos, € (b) poucos pesquisadores com dominio em ciéncia de plantas com aplicagao
de agrotoxicos'®. Existem varios métodos de adicdo de adjuvantes em caldas de
pulverizagdo ou inje¢cao no coqueiro, que ndo estao descritos na literatura, mas encontram-
se no dia-a-dia do campo e merecem ser destacados, como: (a) bio-6éleos, especialmente
Oleos de origem vegetal das sementes, como o 6leo da semente de algodao, (b) detergente
neutro, (c) acidificacdo com &cido citrico, (d) utilizacdo de sais, como cloreto de potassio e
cloreto de sodio e (e) alternativas hibridas, com a mistura de adjuvantes. O Unico adjuvante
bastante relatado na literatura € um organossilicone, Break-thru® e sera relatado.

Os surfactantes organosiliconados, quando adicionados a calda de agrotdxicos, tém
efeito significativo na qualidade do spray e, subsequentemente, na retencdo, absorgéo ou
distribuicdo dos agrotéxicos nos organismos alvos. Como caracteristica, tém o
espalhamento homogéneo, melhorando o atrito, a degradacéo de agrotoxicos, nao tém
efeito fitotéxico, minimizando os niveis de residuos e reduzindo o tempo de seguranga. Os
surfactantes organossiliconados tiveram um crescente aumento das formulagdes com a
utilizacdo em grande escala. Isso foi possivel devido a melhor compreensado de suas
propriedades e habilidades de incorporar as formulagcdes. Novos derivados tém sido
desenvolvidos aumentando a tolerancia aos pH baixos e altos, podendo acrescentar a
formulagdo com agua ou o6leo. Originalmente, os organossiliconados foram desenvolvidos
para serem usados com capacidades de infiltracdo estomatal e superespalhante, mas eles
podem melhorar a absorg¢ao cuticular e isso dependera das interagées do surfactante, bem
como das condi¢des ambientais. A absorgao e distribuicao envolve absor¢cao estomatal bem

como, a concentragéo do surfactante, volume do spray e estrutura do surfactante'’.
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3.8 — Determinacao de agrotoxicos no coqueiro

Os agrotoxicos sdo compostos ativos e em concentragbes recomendadas combatem
as espécies-alvo. O emprego dos agrotoxicos inclui: inseticidas, fungicidas, rodenticidas,
conservantes de madeira e herbicidas. E comum a exposicdo humana em niveis elevados
de agrotoxicos desde a produgao, nos ambientes profissionais (agricultores) até o consumo
devido a presenca desses residuos nos alimentos. Essa exposi¢cao pode resultar efeitos
preocupantes, como: doenga de Parkinson, leucemia, linfomas e cancer no estémago,
sarcomas de tecidos moles e do cérebro'®81%°.

Para o dominio e/ou controle da exposicao dos residuos de agrotéxicos nos alimentos,
a agéncia cujo programa estabelece os Limites Maximos de Residuos (LMR) no Brasil é a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que é responsavel pelo Programa
Nacional de Monitoramento de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos (PARA)'60-161,
Conforme o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola (SINDAG)
(2010), para que um defensivo seja utilizado pelo agricultor € necessario que seja registrado.
E um rigoroso processo, envolvendo a aprovacéo pelos Ministérios da Agricultura, Pecudria
e Abastecimento (MAPA), da Saude (ANVISA) e do Meio Ambiente (IBAMA). Os LMR sao
valores exigidos para cada cultura levando em consideracdo a Ingestao Diaria Aceitavel
(IDA), em miligrama por quilograma (mg kg™'), que corresponde a quantidade maxima que
ingerida diariamente durante toda a vida pode nao oferecer risco a salude'®?.

Segundo Ramos (2012)', Diretor do Departamento de Fiscalizagdo de Insumos
Agricolas — DIA/DAS do Sindicato Nacional dos Produtores de Coco do Brasil (SINDCOCO),
0S programas responsaveis por projetos agricolas e érgaos de pesquisa brasileiros que
trabalham com a cultura do coqueiro, afirmam que os agrotdxicos podem ser aplicados de
forma racional e sob orientagdo técnica. Contudo, existe uma insuficiéncia de agrotoxicos
registrados no MAPA para o combate de pragas na cocoicultura. No Brasil, as regides
produtoras de coco catalogaram pelo menos 20 espécies de insetos-pragas e mais de seis
espécies de acaros e varios fitopatdégenos (fungos, fitoplasmas, nematoides, protozoarios).

Apenas dez agrotoxicos sao registrados para a cocoicultura, sendo dois fungicidas (enxofre
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e difenoconazol) para doengas foliares, seis inseticidas/acaricidas (abamectina,
azadiractina, bacillus thuringiensis, carbossulfano, espirodiclofeno e fenpiroxinato) para as
doencas foliares e acaro de necrose e dois herbicidas (dicloreto de paraquate e glifosato)
ambos aplicados pds-emergéncia em plantas infestantes. Ainda, o coqueiro se enquadra na
cultura representativa do grupo dos frutos de casca nao comestiveis, em que, o citrus é a
cultura representativa ampliando os estudos para definigio dos LMR. Devido a sua
classificacdo como cultura representativa, o suporte fitossanitario é dificultado, além de
diminuir a recomendacao de outros agrotoxicos.

A medida que aumentaram a producdo/produtividade, devido ao consumo e &
valorizagao de produtos derivados do coqueiro, houve a necessidade do desenvolvimento
de métodos de extracdo, de determinacdo de agrotoxicos para garantir a saude dos
consumidores e preservar o meio ambiente. E notério o crescente nimero de publicacdes
com a utilizagao de diferentes tipos de técnicas de extragdo que vao desde os classicos,
como a extracao liquido-liquido até os miniaturizados, como a microextracao em Unica gota.
Do mesmo modo, variaram os tipos de agrotdxicos entre os volateis, semi-volateis e ndo
volateis que direcionaram os tipos de técnicas cromatograficas empregadas com diferentes
detectores.

A Tabela 1 apresenta a relagao dos trabalhos desenvolvidos empregando diferentes
técnicas de extracao e instrumental na determinagao de agrotdxicos em estipe, agua e polpa
de coco, levando em consideragdo os LMR que a legislagdo da Unido Europeia (EU)

estabelece para o consumo de coco.



Técnica de
Extracao

MSPD'

LLE?

SPE?

MSPD'

MSPD'

SPE®

SDME*

Técnica
Instrumental

HPLC-UV®

GC - TSD’
GC-ECD?®

HPLC-UV®

GC-MS,SIm®

HPLC-UV®

LC-MS/MS'™®

GC-MmS™

Matriz

Agua-de-
coco

Agua-de-
coco

Polpa de
€oCco
(Albumen
sélido)

Agua-de-
coco
liofilizada

Agua-de-
coco

Agua-de-
coco

Fase Sélida/
Extracao

C18

C18

C18 e Florisil®
como coluna
auxiliar

C18

Strata-X

Fase Sélida/
Separagao

Silica gel esférica com
C18

ZB-1701 (14%
cianopropil-fenil 86%
dimetilpolissiloxano)

DB-5

(5% fenil 95%

dimetilpolissiloxano)

C18

DB-5ms (5%fenil:95%
polidimetilsiloxano)

C18 com um grupo
fenila

Polimérica

Restek Rix®-1MS

Agrotdxico

Captana
Clorotalonil
Carbendazim
Lufenurom
Diafentiurom

Endossulfam
Captana
Tetradifona
Triclorfon
Malationa
Paratiom metilico
Monocrotofés
Carbofurano
3-Hidroxicarbofurano

Dimetoato
Malationa
Lufenurom
Carbofurano
3-Hidroxicarbofurano

Tiabendazol
Difenoconazol
Triclorfom
Lufenurom
Bifentrina
Teflubenzurom

Acefato
Monocrotofos
Dimetoato
Malaoxom
Diclorvés
Malationa
Fentoato
Parationa etila
Clorfenvinfés
Quinalfés
Diazinom
Fosalona
Profenofés
Etiona
Clorpirifos
Carbofurano
Molinato
Sulfotep
Dimetoato
Demeton-o
Diazinom
Dissulfotom
Parationa metila
Fenitrotiona
Malationa
Fentiona
Dursban
Parationa
Endosulfano
Etiona
Bifentrina
Permetrina i
Permetrina ii

Azoxistrobina

Tabela 1. Determinagao de agrotoxicos no coqueiro (agua-de-coco, albumen sélido e estipe)

LMR™
(mg kg™')
0,02
0,01
0,1
0,02

0,01
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
Expresso em
carbofurano
0,05
0,02
0,02
0,02
Expresso em
carbofurano
0,1
0,05
0,02
0,02
0,05
0,05

0,02
0,02
0,05

0,01
0,02

0,02

0,05

0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02

0,05
0,1
0,02
0,05
Soma dos
isbmeros
0,05
0,1

Referéncia

Brito et al.,
(2002)14

Ogawa et al.,
(2006)16°

Silva et al.,
(2008)'¢®

Santos et al.,
(2012)167

Deme et al.,
(2013)'¢8

Anjos e
Andrade
(2014)6°
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Continuacgéao

Estipe de Florisil® Synergy Polar-RP e Carbofurano 0,02 Ferreira et al.,
MSPD' HPLC-DAD' coqueiro coluna de guarda com Difenoconazol 0,05 (2013)'7°
as mesmas B-ciflutrina 0,02
caracteristicas Espirodiclofeno 0,05
Tiofanato-metilico 0,2
Coumafés -
azinfés metilico 0,5
Sulprofés -
Protiofés -
Estirofés -
Tricloroetano - Pfannkoch et
Dessorcao térmica  Agua-de- - 30 m Rxi®-5Sil MS Fentiona 0,02 al., (2012)'"
SBSE® acoplado a um coco (Restek) Clorpirifés 0,05
GC-MS™ Fenclorfos 0,01
Parationa metilica 0,02
Diazinona 0,02
Forato 0,02
Etoprofés 0,02
Diclorvés 0,01
. Monocrotofés 0,02 Paranthaman &
SPE® HPLC-UV® Agua-de- C18 C-18 Oxicloreto de cobre - Kumarave
coco Galaxy ; (2013)'72

1.MSPD (Matrix Solid Phase Dispersion) — Dispersdao de matriz em fase sélida;

2.LLE(Liquid Liquid Extraction) — Extragao liquido-liquido;

3.SPE (Solid Phase Extraction) — Extragao em fase s6lida;

4.SDME (Single Drop Microextraction) — Microextragao em Unica gota;

5.SBSE (Stir Bar Sorptive Extraction) — Extracdo em barra sortiva de agitagao;

6. HPLC-UV (High performance liquid chromatograph with an ultraviolet detector) — Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultravioleta
7. GC-TSD (Gas chromatograph with thermionic sensitive detection) - Cromatografia a gas com detector termoidnico seletivo

8. GC-ECD (Gas chromatograph with an electron-capture detector) — Cromatografia a gas com detector de captura de elétrons.

9. GC-MS/SIM (Gas chromatograph-mass spectrometry with selected ion monitoring) — Cromatografia a gas acoplado a espectrometria de massas com ion
monitoramento seletivo de fon.

10. LC-MS/MS (Liquid chromatography—mass spectrometry) — Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

11. GC-MS (Gas chromatograph-mass spectrometry) - Cromatografia a gas acoplado a espectrometria de massas

12. HPLC-DAD (High performance liquid chromatograph with photodiode array detection) — Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector por
arranjo de diodo;

13. LMR - Limite maximo de residuos em coco. Fonte: EU (European Union) Unizo Europeia, 201373,

A Tabela 2 apresenta os agrotoxicos monitorados pela ANVISA e uma comparagéo
com os limites da Unido Europeia que estabelecem os LMR para a cocoicultura. O Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) aprovou em 2013, os LMR

para o coco, porém os valores ainda nao estdo disponiveis no site.
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Tabela 2 — Tabela de agrotéxicos monitorados pelo ANVISA e EU e com os respectivos LMR
estabelecidos para a cultura do coqueiro

Principio Ativo Limites maximos de residuos (LMR) mg kg
ANVISA2 Eu®
3-Hidrocarbofurano - Expresso em carbofurano
Carbendazim - 0,1®
Carbofurano -a 0,02*0
Carbosulfano 0,01 0,02*0
Ciproconazol - 0,05*
Difenoconazol 0,1 0,05*
Espirodiclofeno 0,05 0,05
Imidacloprido - 0,05*
Tiabendazol 0,2 0,1*
Tiametoxam - 0,05*
Tiofanato-metilico - 0,2*®

a — ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria.

a* Os LMR referem-se a soma de carbofurano e de 3-hidroxi-carbofurano, e expressos como carbofurano.
OBS1: Para fins de monitoramento de residuos, devem ser considerados os LMR estabelecidos nas monografias
de carbendazim e tiofanato-metilico, cujos residuos sdo expressos como carbendazim.

OBS2: para o calculo do impacto na Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) serdo considerados os LMR estabelecidos
para todas as culturas elencadas nas monografias dos ingredientes ativos Tiofanato-metilico e Carbendazim,
bem como a IDA deste ultimo.

b - European Union - Unido Europeia

b* Limite inferior da determinagéo analitica.

Fonte: ANVISA e EU (2014)'73.

E notério a diferenca dos LMR entre a agéncia brasileira e a Unido Europeia que
estabelecem os parametros de monitoramento dos agrotéxicos na cocoicultura. Para a
maioria dos agrotéxicos, o Brasil ainda ndo estabeleceu os LMR. Desta forma, neste trabalho
foram adotados os LMR da Unido Europeia para aqueles agrotéxicos que ainda nao

possuem LMR determinados pelas agéncias brasileiras responsaveis.

3.9 — Técnicas de extracao e determinacao de agrotoxicos

Dentre as técnicas cromatogréficas, a cromatografia liquida € a mais empregada nas
andlises de plantas nas quais se deseja determinar analitos ndo volateis. A LC-MS é uma
ferramenta empregada na identificagdo dos compostos de interesse e fornece informacgdes
valiosas sobre a confirmagao da presencga dos residuos de agrotoxicos nas partes estudadas
do coqueiro e também na possivel ocorréncia de metabolizagdo das moléculas'™.

Dentre as técnicas de cromatografia liquida, a UHPLC apresenta algumas vantagens
em relagdo ao sistema HPLC convencional, com o emprego de colunas cromatograficas de

dimensbes reduzidas e leitos cromatograficos constituidos de particulas < 2 uym, que
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asseguram alta eficiéncia e andlises rapidas devido a possibilidade de altas velocidades de
fase movel. Essas vantagens conduzem melhores resultados e estdo associados a: (a)
reducdo do volume de amostra utilizado; (b) aumento na detectabilidade e eficiéncia de
separacao, além do aumento na resolucao; (c) possibilidade de um nimero maior de anélise
de amostras por unidade de tempo; d) diminuicdo do tempo de analise e; e) variedade de
colunas e detectores comerciais'’*.

A UHPLC-MS/MS é uma técnica eficaz em termos de detectabilidade, seletividade e
aquisicdo de dados para determinagao rapida de analitos em baixas concentragbes em
matrizes complexas. As exigéncias para o desenvolvimento de método estdo vinculadas ao
aumento do numero de amostras que necessitam de andlise quantitativa rapida e ao
decréscimo dos niveis de quantificacdo dos analitos e metabdlitos. Isso tem sido possivel
gracas ao desempenho das técnicas de LC e a deteccdo por espectrometria de massas
sequencial (MS/MS), utilizando como ferramenta o monitoramento de reagédo selecionada
(SRM)'75,

O método QUEChERS ¢é atualmente a técnica de extracdo mais utilizada para a
determinacao de residuos de agrotoxicos em amostras de alimentos, abrangendo a extracao
em uma unica etapa de maneira simples, rapida, robusta e de baixo custo, e foi tornou-se o
método oficial pela Norma Europeia EN 15662 para a determinacdo de residuos de
agrotéxicos em frutas e legumes. O método QUEChERS tem substituido outros métodos
analiticos tradicionais que empregam grandes quantidades de solvente, reagentes, e que
possuem tempo de andlise e custo altos, pois permite alteragcdes do procedimento original,
dependendo da composi¢cao da matriz, propiciando analises com boas recuperagdes. Para
algumas matrizes, as alteragdes no procedimento sdo necessarias, entretanto, a versao
original também tem proporcionado excelentes resultados para muitos tipos de amostras'?®.

Desde o surgimento do método QUEChERS, que foi desenvolvido por Anastassiades
et al. (2003), a técnica tem se inovado e evoluido no desenvolvimento de metodologias para
andlise de amostras complexas contendo diferentes analitos, em diversas aplicagdes

analiticas, tais como: a) determinacgéo de acrilamida'’”'7, b) andlises clinicas'”®, ¢) residuos
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de drogas veterinarias'®, d) qualidade dos alimentos'’, e) teste de suplemento'®?, f)

ambientales.

Apés a selecdo das técnicas para extragdo e determinagdo de residuos de

agrotoxicos, varias etapas sao necessarias para a obtencdo dos resultados. A Tabela 3

apresenta um sumario dos estagios necessarios que incluem etapas de amostragem,

preparo de amostra e a determinacao de residuos de agrotoxicos.

Tabela 3 - Sumario de etapas necessarias para analise de residuos

Estagio
Amostragem

Preparacgao de
amostra

Determinacao

Etapa Comentario

Coleta Evitar a contaminagdo cruzada é tdo importante como
assegurar que uma amostra seja representativa de um dado.

Armazenamento  Nenhuma alteracgao fisica ou quimica deve ocorrer na amostra

durante o armazenamento.

Extracao Todos os analitos devem ser extraidos.
Concentracao Etapa necessaria em amostras com baixas concentragdes.
Isolamento Substancias interferentes devem ser removidas.
Identificagao A identificagdo dos residuos deve ser determinada, sendo

necessarios os métodos cromatograficos associados aos
métodos de espectrometria de massas.

Quantificacao A quantidade ou a concentragédo das substancias podem ser
determinadas pelos métodos cromatograficos associado a
espectrometria de massa.

Fonte adaptada: Stenersen?®4,

3.10 - Validacao

Segundo a SANTE'™, o conceito de validagido e validacdo de método,

respectivamente, sdo descritos abaixo:

“A validagao é realizada apds a conclusdo do desenvolvimento de métodos, ou antes de
um método que nao tenha sido utilizada previamente para ser introduzido na andlise de
rotina. Podemos distinguir entre validagdo inicial de um método de analise quantitativa
para ser aplicado no laboratério pela primeira vez, a extensdo do dia e o escopo de um

método validado existente por novos analitos e matrizes.”

“O processo de desempenho esperado de um método em termos do seu ambito de
aplicagao é a especificidade, a sensibilidade, precisao, repetibilidade e reprodutibilidade
no laboratério. Algumas informagdes sobre todas as caracteristicas, exceto dentro de
reprodutibilidade do laboratério, deve ser estabelecido antes da analise de amostras,
enquanto que os dados sobre a reprodutibilidade e extensdes do escopo podem ser
produzidos a partir do Controle de Qualidade Analitica (CQA), durante a analise das
amostras. Sempre que possivel, a avaliacdo da precisdo deve envolver a andlise de
materiais de referéncia certificados, participagdo em ensaios de proficiéncia, ou outras

comparagdes interlaboratoriais.”
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Os parametros envolvidos no processo de validagdo de métodos analiticos avaliados
foram: linearidade (faixa linear) e curva analitica, limite de deteccado e de quantificacao,
seletividade, efeito matriz, exatidao e preciséo.

3.10.1 - Linearidade (faixa linear) e Curva analitica

A linearidade avalia a capacidade de um método analitico em obter resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito, em uma determinada faixa de
concentracdo, chamada de curva analitica. Na pratica, a linearidade é determinada pelas
curvas analiticas através de graficos de calibragcdo, mostrando a resposta do equipamento
em fungéo de diferentes concentragdes do analito!®:187,

Para as agéncias regulamentadoras, como a ANVISA, o coeficiente de correlacao (r)
de 0,999 é considerado um ajuste ideal para a linha de regressdo'®. J& o coeficiente de
determinacao (r?) sao satisfatérios a partir de 0,99. Observa-se uma relagao linear de
primeira ordem entre a resposta instrumental pela varidvel dependente (y) e a concentragao
do analito pela variavel dependente (x), produzindo a equacao de regressao linear, gerando
os coeficientes de inclinacao da curva (a) e (b) de intersecéo da curva com o €ixo y, quando
x = 0. A linearidade do método é representada na Equagao 116

y=ax+b (Equacdo 1)
que correspondem:
y = area do pico (resposta avaliada);
X = concentragao;

a = coeficiente angular = sensibilidade — inclinacao da curva analitica;
b = coeficiente linear = intersegdo com o eixo y, quando x = 0.

A faixa linear de um método é o intervalo entre niveis de concentragéo (faixa de
concentracdo) do analito em que é possivel determinar com precisao, linearidade e exatidao
as condigdes do método analitico desenvolvido'.

3.10.2 — Limite de deteccao (LOD) e Limite de quantificacao (LOQ)

O limite de detecgéo (LOD) constitui a menor concentracdo do analito que pode ser
detectada. Ja o limite de quantificacao (LOQ) significa a menor concentragdo ou de massa

do analito que pode ser quantificada e validada com uma precisdo aceitavel aplicando o
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método. LOQ é o menor nivel de fortificagdo do desempenho do método com veracidade e
precisdo'®. Existem trés métodos de calcular o LOD e LOQ: (1) relagéo sinal-ruido; (2) visual
e (38) através dos parametros da curva analitica. Segundo a abordagem da EURACHEM, o
LOQ pode ser definido como a quantidade de analito em que o desvio padrao relativo (RSD)
e recuperacdes das andlises atingem um nivel pré-estabelecido'®.

3.10.3 — Seletividade

A seletividade é a garantia do método analitico avaliar que o pico de resposta do analito
em uma mistura complexa seja unicamente do composto de interesse, sem quaisquer
interferéncias. Se essa etapa nao for assegurada, todos os outros parédmetros serédo
afetados, como a exatiddo, faixa linear e precisdo'®’.

Ainda, pode ser definida como o critério de desempenho da capacidade de extragéao,
da derivatizacdo, da limpeza, do sistema de separacéo, em especial, de alguns detectores
de discriminarem entre o0 analito e outros compostos. Os espectrdmetros de massas de alta
resolucdo como os MS e MS", pode ser tanto altamente seletivo, como altamente
especifico™. Em MS/MS, a aquisicdo e o estudo dos espectros dos ions produtos e
precursores de razdo massa/carga (m/z) dos ions selecionados, abrangem varios modos de
operacao, dentre eles o SRM que é frequentemente usado em anadlises de agrotéxicos.
Assim, em SRM, o ion precursor é selecionado e, posterioremente, € fragmentado e os sinais

de um ou mais produtos sdo medidos'.

3.10.4 — Efeito Matriz

Nos ultimos anos, o efeito matriz em cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas sequencial (LC-MS/MS) tem se tornado uma das preocupagdes em analises.
Isso é ocasionado devido ao fenébmeno de supressdo ou aumento de ions que podem
conduzir a erros na quantificagdo dos analitos, bem como, podem afetar a capacidade de
deteccio, exatidao, precisdo do método'’.

O efeito matriz é o efeito combinando de todos os componentes da amostra, exceto o

analito, na medicao durante a quantificagdo podendo comprometer o resultado analitico com
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0 aumento ou diminuig&o da resposta detectada do analito no extrato da matriz em relagéo
ao analito em solvente organico. Essas influéncias podem apresentar: (a) alteracédo da
eficiéncia de ionizacdo na presencga de outros compostos; (b) distorgdo da forma do pico do
analito através da interferéncia de um composto, que pode ser detectada por algum método
quimiométrico;(c) dependendo das condi¢cdes do equipamento pode variar com o tempo
requerendo ser continuamente avaliado; (d) os picos cromatograficos podem ser simétricos
ou alargadas. Para contornar os erros associado com 0 aumento ou supressao induzida por
efeitos matriz, tanto em GC como em LC, uma alternativa comum é a confeccao da curva
analitica adicionando solugbes padrdes na matriz'2, denominada de curva analitica com
sobreposi¢cao da matriz.

Em LC-MS/MS a ocorréncia de efeitos induzidos pela matriz depende ou nao
dos compostos nos extratos que podem influenciar a quantidade de moléculas de analito
ionizadas no caminho MS/MS. Desta forma, pode gerar uma competicdo entre o analito e
um componente de coeluicdo com carga disponivel. Na maior parte, resultam na supressao
do sinal ou na liberagao de ions a partir das goticulas do electrospray para a fase gasosa
devido a influéncia de um componente da matriz. Em qualquer caso, as reacdes que sao
colocadas na fonte de ions, a coeluicao do analito com o interferente da matriz € uma pré-
condigao'®.

A Figura 12 ilustra uma simulacdo do comportamento das gotas na fonte de
eletrospray, em diferentes niveis de diluicdo, e a importancia em LC-MS/MS da estratégia
de diluigio da amostra para minimizar os efeitos matriz, quando interferentes

interagem com o agrotéxico.
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Figura 12 adaptada - Simulagdo do comportamento das gotas na fonte de eletrospray em diferentes
niveis de diluicdo. Fonte: Ferrer et al., o',

Em alguns casos, na determinacao de residuos de agrotoxicos em amostras que
apresentam problemas relacionados ao efeito matriz, a diluigdo reduz significativamente a
supressado e/ou aumento de sinal. Contudo, muitas vezes € impossivel diluir a amostra
suficientemente ao ponto que todo o efeito matriz seja completamente solucionado, uma vez
que a concentragdo do analito pode ficar abaixo do LOQ'®. Em QUEChERS, as diferentes
etapas de limpeza [particdo entre acetonitrila e &gua, congelamento de gorduras, eliminacao
de acidos por d-SPE com PSA (amina primaria secundaria)] nao reduzem expressivamente
a maioria dos efeitos de matriz observados. Assim, qualquer esforco para modificar a
composicao das condicdes de solvente de eluicdo dos compostos retidos, a fim de diminuir
o efeito matriz ndo sdo apropriados para os métodos multirresiduos’®*'%5, Por isso, as
estratégias utilizadas nestes casos sao empregar padrao interno ou a curva analitica feita

na matriz'%.

3.10.5 - Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia e a existéncia de erros sistematicos

entre os resultados individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de
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referéncia. Podem ser avaliados pelos procedimentos: comparagao de métodos, ensaios de
recuperacio, adicdo padrao e materiais de referéncia'®’.

Devido a insuficiéncia de materiais de referéncia certificados, a exatidao é avaliada
pelos métodos de recuperacao. Porém, a deficiéncia que a exatiddo apresenta é subestimar
a adicao do analito que nem sempre é encontrado na mesma forma que em uma amostra
real, e isto pode causar andlises otimistas de recuperacdo. Os valores aceitaveis de
recuperacao para analise em nivel tragco variam entre 60 a 140% com precisdo de até +

20%'%.

3.10.6 — Precisao

A preciséo avalia a proximidade dos resultados, ou seja, se eles assemelharem entre
si, através da reprodutibilidade das medidas, da repetibilidade e da precisdo intermediaria.
Em validagbes de métodos € calculada a estimativa do desvio padréao relativo (sr), que é
expressa em termos de coeficiente de variagdo (CV) ou desvio padrao relativo (RSD)'®°.

A repetitividade (precisao) € o grau de concordancia entre sucessivas medigdes sob
as mesmas condicbes de um método, como: observador, procedimento, local,
instrumento, repeticdes. A precisao intermediaria verifica sobre a mesma amostra ao utilizar
0 mesmo laboratério ao variar o método em alguma das condigbes, analistas, tempo,
equipamentos referem-se aos mesmos resultados'®® '8, Ja a reprodutibilidade corresponde
ao grau de concordancia dos resultados de uma mesma amostra variando condigdes, como:
operador, equipamentos, laboratérios (interlaboratorial). Dependendo da complexidade da

amostra, os valores de desvio padréo relativo aceito séo até 20% '¢’.
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Capitulo 4
MATERIAIS E METODOS

As analises deste trabalho foram realizadas no Instituto de Quimica da Universidade

Estadual de Campinas e no Laboratério de Analises de Residuos de Pesticidas (LARP) do

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria. J& a parte experimental

de campo foi realizado no campo experimental da Embrapa — Tabuleiros Costeiros em

Itaporanga-SE, Betume em Nedpolis-SE e na Fazenda Sococo em Moju-PA, todos em areas

experimentais de coqueiro hibrido PB-121.

4.1- Padroes Analiticos, Reagentes Quimicos e Materiais

%

%* %

% % % % %

% ¥

% % % % % % % % %

Acetonitrila e metanol, grau HPLC (Mallinckrodt — EUA);

Acido acético glacial, grau HPLC (J.T. Baker — EUA);

Amina primaria secundaria (PSA) e octadecilsilano (C18) ambos com tamanho de
particulas de 40 ym - Bondesil (Agilent Technologies — EUA);

Acetato de amoénio (Merck — Germany),

Sulfato de magnésio anidro (J.T. Baker — Japao);

Acetato de sodio anidro (J.T. Baker — México);

Padrbes Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil) e Dr. Ehrenstorfer (Alemanha) (Tabela 4).
Agua ultrapura obtida por sistema de purificacdo e filtracdo Direct-Q UV3® de
resistividade 18 Q cm™ (Millipore — EUA);

Cloreto de sédio (J.T. Baker — EUA);

Gas argbnio 6.0 usado como gas de colisdo no sistema LC-MS/MS (White Martins,
Brasil);

Trifenilfosfato e linuron d-6 (Dr. Ehrenstorfer — Alemanha);

Equipo de soro macrogotas simples de pressao venosa central (Descarpack — Brasil);
Frasco para alimentacao enteral 300 mL (Compojet — Brasil);

Seringa de 20 mL;

Azul brilhante FCF (Duas rodas — Brasil);

Rodamina B (Internacional cores — China);

Silwet-77® (Momentive — EUA);

Break-thru® (Evonik — EUA).

Fita analisadora para determinacao de pH (Hexis);
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# Tubos de polipropileno de fundo conico, com tampas de rosquear com capacidade
de 50 e 15 mL;
# Frascos de vidro (vial), capacidade de 2,0 mL;
% Filtro de nylon para seringa (13 mm de diametro e 0,2 um de porosidade);
# Machado;
% Escova de aco;
% Agrotdxicos comerciais e suas respectivas concentragdes do ingrediente ativo:
Desoral 500 SC - Carbendazim (50 % m/v) e ingrediente inertes (68 % m/v);
Auto 100 - Ciproconazol (10% m/v) e ingrediente inertes (102% m/v);
Carbofurano — Carborano
Provado 200 SC - Imidacloprido (20% m/v) e ingrediente inertes (90 % m/v);
Envidor - Espirodiclofeno 24% m/v e ingrediente inertes (84,1% m/v);
Cercobin - Tiofanato-metilico (50% m/v) e outros ingredientes (71% m/v);
Tecto SC - Tiabendazol (48,5 % m/v) e ingrediente inertes (51,5 % m/v);
# Marshal 400 SC Carbosulfano 40,0% m/v e ingrediente inertes 64,3% m/v);
# Engeo Pleno - Tiametoxan — (14,1% m/v) + lambda-cialotrina (10,6% m/v) e outros

* % % % % % ¥

ingredientes (87% m/v);
# Score - difenoconazol (25% m/v) e ingrediente inertes (75% m/v);
# Connect - beta-ciflutrina (1,25% m/v) + imidacloprido (10% m/v) e (96,75% m/v) de
ingrediente inertes.
# Agrotoxicos certificados utilizados neste trabalho: 3-hidrocarbofurano,
carbendazim, carbofurano, carbosulfano, ciproconazol, difenoconazol,
espirodiclofeno, imidacloprido, tiabendazol, tiametoxan e tiofanato-metilico, todos

adquiridos da Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil) com purezas acima de 98,0%.

A Tabela 4 relaciona os agrotéxicos selecionados para este estudo apresentando a
classificagdo de acordo com a massa molar, férmula quimica, estrutura quimica e a pureza

do padrao solido.



Tabela 4. Caracteristicas gerais dos agrotoxicos selecionados para este estudo
Agrotoxicos Massa molar Formula Quimica Estrutura Quimica
(g mol™)

3-OH Carbofurano 237,25 C12H15NO4 %OH
NH o CCHF;S

Carbendazim 191,21 CoHN3O2 H
@[ SNHGOCH,
N
arbofurano 221,2 HisN
C u ,26 C12H15NOs3 OCONHCH,
O CHj
CHg
CH
Carbossulfano 380,5 C20H32N203S OCO— S NIGH)sCHgla
(@]
CHg
CHg
Ciproconazol 291,78 C1sH1sCINsO

~©—C—Hc
CH,
Difenoconazol 406,26 C19H17CI2N30O3 >gi>/ \©\

Espirodiclof 411,22 H24Cl s
spirodiclofeno , C21H24Cl204 H30—CH2—$H—C//O { >—_o
CHs \O .~ —O
Cl
Cl
Tiofanato metilico 342,39 C12H14N404S2 (:{NHCSNHCOZCH3
NHCSNHCO,CH,
Tiametoxan 291,71 CsH10CIN503S N/Noz

CI\SSJANK IJ/CHS

Tiabendazol 201,25 Ci1o0H7N3S

Iz \z

Imidacloprido 255,66 CoH10CINsO2

Uu

Fonte: IUPAC (2012)1%.
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Pureza do
padrao (%)

98,0

99,0

98,5

99,4

99,0

99,0

99,3

99,0

99,6

99,8

99,9
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4.2 — Selecao dos agrotéxicos

A escolha dos principais agrotéxicos utilizados no coqueiro e selecionados para este
trabalho foi feita em concordancia com os pesquisadores da Empresa Brasileira de
Pessquisa Agropecuaria (EMBRAPA) - Tabuleiros Costeiros, Aracaju-SE, selecionando os
agrotéxicos, que segundo pesquisas internas eram os mais utilizados na cocoicultura.

A Tabela 5 apresenta os agrotéxicos abordados neste estudo e as suas respectivas
modalidades de emprego, os intervalos de seguranca, e o registro desses agrotédxicos para
a cocoicultura, disponibilizado pelo MAPA através do Sistema de Agrotéxicos Fitossanitarios
(AGROFIT)'?".

Tabela 5 — Agrotdxicos abordados neste estudo e os registros no MAPA

Agrotoxicos Modalidade de Intervalo de segurancga
emprego
3-OH-carbofurano? - -
Carbendazim N.A.2 -
Carbofurano N.A.2 -
Carbosulfano Aplicagao foliar -
Ciproconazol N.A.2 -
Difenoconazol Aplicacao foliar (1) Intervalo de Seguranca nao determinado
devido a modalidade de emprego.
(2) LMR e Intervalo de Seguranga nao
determinados devido a modalidade de emprego
Espirodiclofeno Aplicacao foliar -
Imidacloprido N.A? -
Tiabendazol Aplicagao foliar (1) Intervalo de seguranga nao determinado
devido a modalidade de emprego.
Tiametoxan N.R.3 -
Tiofanato-metilico N.A.2 -

1 — A soma de carbofurano e de 3-hidroxi-carbofurano, expressos como carbofurano, porém, este agrotdxico
nao esta registrado para a cocoicultura.

2 — N.A.= Nao é autorizado para a cocoicultura;

3 — N.R = Produto néo registrado no AGROFIT.

Fonte: AGROFIT (2016)%".

As caracteristicas gerais das propriedades fisico-quimicas dos agrotéxicos, de acordo
com o emprego, grupo quimico, metabdlitos e substancias relacionadas, a solubilidade em
solvente organico, a constante de particdo octanol-agua (Kow) € 0 coeficiente de dissociacao

acida (pKa) para a cultura do coqueiro sao apresentadas na Tabela 6.


http://extranet.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=40
http://extranet.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=41
http://extranet.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=64
http://extranet.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=342
http://extranet.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=253
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Tabela 6. Caracteristicas e propriedades fisico-quimicas dos agrotéxicos selecionados
para este estudo

Agrotdxicos Emprego Grupo Quimico Metabolitos Solubilidade em *Kow **pKa
solvente organico
20°C (mg L)
3-OH-Carbofurano = = = = 1,45 =
Carbendazim Fungicida Benzimidazol 2-aminobenzimidazol Etanol:300 1,48 4,2
Acetato de Etila:135
Carbofurano Inseticida, Nematicida, = Metilcarbamato 3-hidroxicarbofurano, 3- Metanol:71700 1,8 Nao
(Carbofuran) Acaricida, Cupinicida de cetocarbofurano e 2,3.diidro-2,2- dissocia
benzofuranila diemetil-7-benzofuranol
Carbosulfano Acaricida, Inseticida, Metilcarbamato carbofurano, 3-cetocarbofurano e Metanol:250000 7,42 Nao
(Carbosulfan) Nematicida de dibutilamina dissocia
benzofuranila Acetato de Etila:
250000
Ciproconazol Fungicida Triazol 1,2,4-triazol e 1H-1,2,4-triazol-1- acido Metanol: 410000 3,09 Nao
(Cyproconazole) ilacético dissocia
Acetato de etila:
240000
Difenoconazol Fungicida Triazol 1-[2-[2-cloro-4-(4-cloro-fenoxi)-fenil]-2- Acetona: 610000 4,36 1,07
(Difenoconazole) 1H-[1,2,4]triazol-il]-etanol e 1,2,4-triazol Etanol:330000
Espirodiclofeno Acaricida, Inseticida Cetoenol 3-(2,4-diclorofenil)-4-hidroxi-1- Diclorometano: 5,83 -
(Spirodiclofen) oxaspiro[4.5]dec-3-en-2-ona, 250000
3-(2,4-diclorofenil)-3-hidroxi-1-
oxaspiro[4.5]decano-2,4-diona, Acetato de Etila:
3-(2,4-diclorofenil)-3,4-diidroxi-1- 250000
oxaspiro[4.5]decan-2-ona e acido 2,4-
diclorobenzoéico
Tiofanato metilico Fungicida Benzimidazol Carbendazim e alofanato Metanol: 7800 1,45 7,28
(Thiophanate- (precursor de)
methyl) Acetato de Etila: 8400
Tiametoxam Inseticida Neonicotindide Clotianidina Acetato de Etila: 7000 -0,13 Nao
(Thiamethoxam) dissocia
Acetona: 48000
Tiabendazol Fungicida Benzimidazol - Metanol: 8230 2,39 4,73
(Thiabendazole) pKa (2)
Acetona: 2430 12,00
Imidacloprido Inseticida, Tratamento Neonicotinéide 1-[(6-cloro-3-piridinil)metil]N-nitro-1H- Diclorometano: 67000 0,57 Nao
(Imidacloprid) veterinario imidazol-2-amina e acido 6- dissocia

cloronicotinico 2-propano: 2300

*Log Kow: Logaritmo do coeficiente de particdo octanol:agua, pH 7 e 20°C (< 2,7 = Baixa bioacumulagéo; 2,7 —
3 = Moderada; > 3,0 = Alta)
** pKa a 25°C

Fonte: IUPAC (2012)'%; AGROFIT (2016)'%".
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4.3 — Equipamentos

%

E

¥ % % % % ¥ ¥ ¥k % ¥ % & F % ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

Cromatografo a liquido de ultra eficiéncia acoplado ao espectrdmetro de massas
sequencial UPLC-MS/MS Acquity - TQ Quattro Micro APl (Waters, EUA);
Cromatoégrafo a liquido de ultra eficiéncia acoplado ao espectrémetro de massas
sequencial UPLC-MS/MS Acquity — Xevo TQ-MS (Waters, Reino Unido);
Sistema de aquisi¢cdo de dados através do software Masslynx 4.1 (Waters, EUA).
Coluna analitica ACQUITY UPLC BEH C18 (2,1 mm x 50 mm x 1,7 um);

Balanca analitica (Sartorius, CP 225 — Alemanha);

Balanca analitica (AND, SV-200 — Japao);

Banho de limpeza Ultrassom — (Q335D — Brasil);

Ultrapurificador de Agua para Sistemas (Direct-Q 3 — Franga);

Agitador de tubos tipo vortex (Biomixer QL-901 — Brasil);

Centrifuga analitica (Rotofix 46 — Alemanha);

Centrifuga refrigerada (Nova Técnica, NT 825 — Brasil);

Centrifuga refrigerada (SOLAB, SL 703 — Brasil);

Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Eppendorf — Canada);
Processador VariMix (Targo — Espanha);

Ultraturrax PT 3100 (Polytron — Suica);

Moinho Analitico IKA A 11 (BASIC - Inglaterra);

Motosserra MS 250 (Stihl — EUA);

Lupa estereoscopica binocular SMZ-445 (Nikon — Japao)

Maquina fotografica — Coolpix L810 — (Nikon, Japao)

Equipamento de infusdo (Bite Infusion, ltalia)

Confocal LSM 780-NLO Zeiss no microscépio Axio Observer Z.1 (Carl Zeiss AG,
Alemanha).

4.4 - Preparo das solucoes analiticas

As solugdes estoque dos agrotoxicos foram preparadas individualmente na

concentragdo de 1000 mg L, corrigidas de acordo com a pureza dos padroes solidos

certificados pelo fabricante. Para solubilizacdo do padrdo, todas as solucdes foram

preparadas em acetonitrila, grau HPLC, com exceg¢bes do carbendazim que foi solubilizado

em acetonitrila com 8% de HCI e do espirodiclofeno, que foi solubilizado em acetato de etila.

A partir das solucdes estoque individuais foi preparada uma mistura na concentracéao de 10,0
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mg L. O padrédo interno trifenilfosfato (TPP) e o padrédo de controle linuron d-6 foram
preparados na concentragcdo de 10 mg L.

As solucdes de padrdes estoque, bem como as solugdes diluidas, foram armazenadas
em frasco ambar e colocadas no freezer a temperatura de -4°C. As solugdes de trabalho
foram preparadas a partir da solugdo contendo todos os agrotdxicos na concentragéo de
10,0 mg L.

4.5 - Instrumentacao de analise

As determinagdes de agrotoxicos foram realizadas em um cromatografo a liquido de
ultra eficiéncia (UPLC) acoplado ao espectrometro de massas sequencial, do tipo
triploquadrupolo (QqQ), modelo TQ Quattro Micro API da Waters (Milford, MA, EUA) usando
uma fonte de ionizacao por electrospray, operada no modo positivo (ESI+) e analisador de
massas no modo de monitoramento seletivo de reagdes (SRM). O sistema de aquisicao de
dados foi através do software Masslynx versdo 4.1 da Waters (Milford, MA, EUA). A
separacao dos agrotoxicos foi realizada em uma coluna cromatografica analitica ACQUITY
UPLC BEH C18 (2,1 mm x 50 mm x 1,7 ym de didmetro de particula).

Escolha da Fase Mdvel

As condicdes cromatograficas utilizadas foram adaptadas do método proposto por
Kolberg et al.,'™. O volume de injecao foi de 10 L e tempo de corrida cromatografica de 10
minutos. A fase mével foi composta por: Eluente A: Solugdo aquosa 98% de agua e 2%
metanol, contendo 0,1% de é&cido férmico e 5 mmol L' de formiato de amonio; Eluente B:
Metanol com 0,1% de é&cido formico e 5 mmol L' de formiato de amonio. Foi empregada
eluicdo por gradiente, linear — curve 6, com vazdo de 0,225 mL min™', e programacéo
mostrada na Tabela 7.

Tabela 7 - Gradiente linear da proporcao de fase movel:

Tempo (min) % (A) % (B)
Inicio 95 5
0,25 95 5
7,75 0 100
8,50 0 100
8,51 95 5

10,00 95 5
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Condicoes de Deteccao do Sistema MS/MS

As condicGes empregadas para o espectrometro de massas foram: (a) tempo de
residéncia (dwell time): 0,01 s; (b) vazao do gés de dessolvatagao (N2): 600 L h'; (c) vazao
de gas do cone: 200 L h'' e vazao de gas de dessolvatagdo: 1050 L h™' (ambos os gases
foram o nitrogénio); (d) temperatura de dessolvatagédo: 450 °C; (e) voltagem do capilar: 2,0
kV; (f) vazdo de gas no cone: 200 L h'; (g) vazao gas colisdo (argonio): 0,15 mL min'; (h)
temperatura da fonte: 140 °C; (i) tensao capilar: 3,5 kV, exaustor tensao: 3 V; (j) dissociacao

induzida por colisdo (CID) foi realizada usando argénio a uma presséo de 4x10° mbar.

4.6 — Selecao da cultivar de coqueiro

A cultivar selecionada para este projeto foi o hibrido PB (Port

Bouet) 121 (Ando-amarelo da Malasia x Gigante Oeste Africano).

4.7- Coleta e processamento das amostras

As amostras utilizadas no processo de validacao (estipe, agua-de-coco e albumen
sélido) sem sintomas de pragas/doencas e isentas de agrotoxicos, foram usadas como
matrizes no desenvolvimento dos métodos de extracdo dos agrotéxicos e também no estudo
de tracadores. Estas amostras foram adquiridas no Campo Experimental de ltaporanga,
Embrapa-Tabuleiros Costeiros, situado no municipio de Itaporanga d’Ajuda, SE. As
amostras de estipe, albumen sélido e agua-de-coco usadas para o estudo de translocacao
foram obtidas numa &rea experimental da Fazenda Sococo situado em Moju-Pard, cedidas
exclusivamente para este estudo, uma vez que, a Sococo s6 emprega os agrotdxicos
registrados/autorizados para a cocoicultura.

No estipe, foram coletadas amostras a partir de uma perfuragéo feita com o auxilio de
uma furadeira automatica. Apos a abertura do estipe, o orificio foi vedado com alcatrao
vegetal para ndo atrair pragas. Em seguida, as amostras foram armazenadas em sacos
plasticos estéreis e refrigeradas imediatamente numa caixa térmica contendo gelo em gel,

com o intuito de minimizar a oxidagao do estipe. Para coletar a 4gua-de-coco, realizou-se a
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abertura de um orificio no fruto e o liquido foi recolhido em um béquer e transferido para
frascos de polietileno. Ja a coleta de albumen sélido foi realizada com o auxilio de uma
espatula e as amostras foram recolhidas em sacos plasticos estéreis. Para as analises de
agrotoxicos em amostras comerciais, tanto na agua-de-coco como no albumen sélido, foram
coletados trés frutos de um mesmo cacho e realizada a homogeneizagdo das amostras em
béqueres. Apds este tratamento, as amostras foram armazenadas no freezer, a uma
temperatura de -17°C, interrompendo o processo de oxidacdo e descongeladas para o
procedimento de extragao.

4.8 - Preparo de amostras e otimizacao das condic6es de extracao para o estipe,
albumen solido e agua-de-coco

O processamento das amostras que antecede a extragao foi realizado de acordo com
a necessidade de cada matriz: a) Estipe: foi realizado um tratamento em gelo seco,
posteriormente, levado a temperatura de 45°C e triturado em moinho analitico; b) Albumen
sélido: foi realizado um tratamento em gelo seco e processado com auxilio de um
liquidificador/processador; ¢) Agua-de-coco: ndo foi necessario nenhum tipo de pré-
tratamento. Para o estipe foi necessaria uma etapa de pré tratamento da amostra
(hidratacao), com a adi¢ao de agua formando uma lama (slurry) na proporcao de 1:3 (estipe
e agua deionizada, m/m).

O método de preparagao de amostra para a agua-de-coco, o albumen sélido e o estipe
foram otimizados utilizando o método QUEChERS acetato modificado com alteracoes
propostas por Prestes et al.'®.

4.8.1 - Amostras comerciais de fruto para analise do albumen sélido e agua-de-coco

As amostras comerciais de agua-de-coco e albumen sélido para avaliar os métodos
de extracdo e de determinacao desenvolvidos foram adquiridas em 3 regides do Brasil:
regido centro-oeste em Goianésia-Goias, regidao Nordeste em Nedpolis-Sergipe, ambas
obtidas diretamente do produtor e na regido Sudeste, Campinas-Sao Paulo compradas em
um comeércio local. As amostras foram analisadas em triplicata, totalizando 36 amostras de

agua-de-coco, avaliadas com intervalos de 2 dias e 30 dias apés a injecao de agrotoxicos.
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4.9 - Validacao do Método QUEChERS Modificado para a Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Coqueiro (Estipe, Albumen soélido e Agua-de-coco)

A validagdo do método analitico para a determinacao de residuos de agrotoxicos na
agua-de-coco foi realizada de acordo com a SANTE n212571/2013'8. Para isto, foram
avaliados as figuras de mérito analitico como curva analitica e faixa linear, seletividade,
efeito matriz, limites de quantificacdo e deteccdo, precisdo (repetitividade e precisao

intermediaria) e exatidao (recuperacgao).

4.9.1 - Curva analitica e faixa linear

As curvas analiticas foram obtidas a partir das solugdes padrédo em solvente e no
extrato da matriz, em triplicada. Foram obtidos oito pontos na curva que corresponderam as
concentragdes 2,5; 5,0; 25,0; 30,0; 50,0; 100,0; 150,0 e 250,0 ug L' para a agua-de-coco e
alblmen sélido e 10,0; 20,0; 50,0; 100,0; 200,0; 400,0; 600,0; 1000,0 ug L' para o estipe.
Deste modo, em todas as matrizes, ao final das extracdes, as solucbes foram diluidas na
propor¢ao 1:4 (v/v) em agua ultrapura para a inje¢cao no sistema cromatogréfico, resultando
em concentragoes finais de: 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 50,0 ug L. Por fim, o fator
de diluicdo do estipe foi de 20 vezes, enquanto que o fator de diluicdo da agua-de-coco e
albumen sdlido foi de 5 vezes. Esses fatores foram considerados nos célculos das
concentracoes.

A faixa linear e o coeficiente de determinagéao (r?) foram obtidos através do software

do equipamento MassLynx v. 4.1.

4.9.2 - Limites de Quantificacao (LOQ) e Limite de Deteccao (LOD)

O LOD do instrumento (LODi) e o LOQ do instrumento (LOQI) para cada composto
foram obtidos pela injecdo de solugdes analiticas de diferentes concentra¢des preparadas
em acetonitrila, seguida de diluicao 1:1 (v/v) destas solugdes em fase mével (solugdo aquosa
de formiato de amoénio 4 mmol L' e metanol). O LODi e o LOQi foram estimados a partir da

relacédo sinal/ruido, calculada pelo software do equipamento, considerando no minimo 3 e
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10 vezes a razao do sinal pela linha de base (ruido), respectivamente e foram expressos em
pg L.

O limite de quantificacdo do método (LOQm) foi considerado como o nivel mais baixo
de fortificagdo em ug kg™ que apresentou resultados entre 70 a 120%, com RSD% menor ou

igual a 20%®".

4.9.3 - Seletividade
A seletividade foi avaliada comparando os cromatogramas dos extratos das amostras

ausentes de analitos, ou também nomeada de “amostra branco”, com as amostras
fortificadas em uma concentracéo conhecida.

4.9.4 - Efeito Matriz

A avaliagcdo do efeito matriz foi realizada comparando as areas obtidas em duas
curvas analiticas nos mesmos pontos, uma no extrato da “amostra branco” e outra no

solvente. O efeito matriz foi calculado conforme a Equacgéo 2'%:

Eteito matriz (%) = (et pcelextae lorufiads) ) _ 1) 100 (Equacéio 2)
Em que:
Supressao de sinal Aumento de sinal
Leve -20a0% 0a+20%
Médio -50 a -20% +20 a +50%
Forte -50 a 100% +50 a 100%

Os valores negativos indicam a supressao de sinais da matriz, enquanto que os
resultados positivos mostram o aumento do sinal devido ao efeito matriz.

4.9.5 - Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada pelos ensaios de recuperagdo, através da
fortificagcdo das amostras “branco” em trés niveis de concentragao (40, 80 e 200 ug kg ' para
o estipe e 10, 20 e 50 ug kg ' para o albumen sélido e a dgua-de-coco). Assim, para cada
nivel de fortificacao foram realizadas a extracdo e andlise em 5 replicatas. O calculo de

recuperacao foi realizado conforme a Equacéo 3:
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Cl1—-C2
R(%) =

x 100 (Equagao 3).

em que:

C1 = Concentragdo medida na amostra fortificada;

C2 = Concentracao medida na amostra nao fortificada;
C3 = Concentragao utilizada na fortificagao.

O procedimento de eficiéncia de extracao foi avaliado através do calculo empregando
as areas dos picos antes e depois da extracdo, conforme a Equacéo 4'%":

A 3 Area antes da fortificagio B
Eficiéncia de extragio(%) = x 100 (Equagéo 4)

Area do padrio

4.9.6 - Precisao intra-dias (repetitividade) e precisao intermediaria

A precisao do método foi calculada através do desvio padrao relativo (RSD) conforme
a Equacéao 5:

RSD (%) == X 100 (Equacgéao 5)

i v

em que,

s = estimativa de desvio padrédo absoluto = {Z(xi- Xm)? / n-1}2
X = valores individuais

X = média das medidas em replicatas

n = nimero de medidas

Foi avaliada a precisdo intra-dia através da replicata da extracdo e analise das
amostras fortificadas. Para cada nivel de concentracdo foram realizadas 5 replicatas e os
resultados foram avaliados por uma unica injegdo no equipamento. Ja a precisdo
intermediaria foi avaliada pela extragdo das amostras “branco” fortificadas no nivel
intermediario (80 ug kg™ para o estipe e 20 ug kg para o albimen sélido) em diferentes

dias, sendo também injetadas as solucbes da curva analitica.

4.10- Tratamentos endoterapicos

4.10.1 - Tratamento endoterapico de injecao

A abertura do estipe foi realizada com o auxilio de uma pua manual ou furadeira
automatica e a injecao dos agrotoxicos foi feita na altura de 70 cm a partir do solo. A Figura

13 apresenta as etapas realizadas no tratamento endoterapico de injegao.
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Figura 13 — Tratamento endoterapico de injegéo. (A) seringas contendo os seis tratamentos realizados, (B) e (C)
injecao das solugdes no estipe, (D) solugdo dentro do orificio do estipe, (E) e (F) utilizagao de tarugo de madeira
verde no local de aplicagao de agrotoxicos, e (F) aplicagdo de alcatréo vegetal no local.

Apos a coleta das amostras, para evitar que os orificios ficassem abertos, estes foram
vedados com tarugos de madeira verde e sobre os locais aplicou-se alcatrédo vegetal em
todos orificios abertos, tanto para a inje¢cdo dos agrotdxicos, como para a coleta das

amostras. Este procedimento evitou a infestacdo de doencgas e pragas.

4.10.2 — Tratamento endoterapico de infusao

Foi desenvolvida uma réplica do equipamento de infusdo na oficina de mecanica fina
do IQ-Unicamp e utilizados os agos inox 304 e 420 para a confeccdo do mesmo. As
dimensfées do equipamento foram definidas observando as fotos de equipamentos
comerciais e em conjunto com o chefe de oficina da Unicamp, uma vez que, evidentemente,
esses valores dimensionais n&o séo divulgados no site dos fabricantes.

As Figuras 14 e 15 mostram a réplica do equipamento de infusao, indicando a

funcionalidade de cada parte da peca e suas respectivas dimensoes.
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Figura 14 — Foto ilustrando os detalhes do equipamento de infusdo e as dimensbes das pegas que foram
utilizadas para serem avaliadas no primeiro teste de infusdo em coqueiros.

Figura 15 — Fotografia mostrando o detalhe dos furos na agulha do equipamento de infusdo para
homogeneizagdo e melhor distribuigdo da solugao de agrotéxicos na extensédo da area de entrada da agulha e
melhor contato com os feixes vasculares.

As Figuras 16 e 17 mostram o equipamento de infusdo e a utilizagdo no coqueiro

para a infusdo dos agrotoxicos.

Figura 16 — Réplica do equipamento para a infusdo dos agrotéxicos. A) Equipamento de ifljséo'finalizado para
ser empregado; B) Primeiro teste do equipamento de infuséo no estipe de coqueiros.
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Figura 17 — Réplica do equipamento para a infusdo dos agrotéxicos. A) e B) Perfil do equipamento de infusdo
no estipe do coqueiro em diferentes outros angulos.

Apbs a utilizagdo da réplica nos testes iniciais, foi comprado o equipamento de
infusdo Bite Infusion®. As Figuras 18 e 19 mostram fotos utilizando este equipamento.

Enquanto a Figura 20 apresenta o procedimento realizado durante as coletas de amostras

J o \‘\_

Figura 18 — Procedimento realizado no tratamento endoterapico de infuséo, utilizando o equipamento
Bite Infusion.
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Figura 19 — Sequéncia do tratamento de infusdo. (A) e (C) teste para adaptagao do equipamento Bite
Infusion; (B) o furo efetivo utilizando o equipamento realizado em cruz para introdugéo do liquido; (C)
tentativa frustrada com um unico furo, e (D) o liquido escorrendo.

Figura 20 — Procedimento padrao para coleta das amostras na altura 100 cm acima do ponto de
aplicagao dos agrotéxicos.

4.10.3 — Testes iniciais dos tratamentos endoterapicos de infusao e injecao

Método de preparacao da calda de agrotoxico: A mistura dos agrotoxicos foi
realizada com o auxilio de seringas, em que, uma aliquota de 10 mL foi retirada dos produtos

comerciais e adicionada em um béquer e homogeneizada com um bastédo de vidro. O Unico
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agrotéxico sélido pesado foi o tiofanato-metilico, que foi misturado com &gua numa
proporcao 1:1 (m/v) e 10 mL desta solugéo foram adicionados a calda de tratamento.

No primeiro teste do método endoterapico de injecao, foi realizado o furo no estipe
com o auxilio de uma pua manual, enquanto em outro teste foi utilizada a réplica do
equipamento de infusdo. Foram utilizados 2 coqueiros (um para cada teste) e injetados 10
mL da solugdo contendo os agrotéxicos e, posteriormente, vedados com algoddo. Foram
coletadas amostras sete dias ap6s a introdugao dos agrotéxicos, 15 cm acima do ponto de
aplicacao.

Estes primeiros tratamentos endoterapicos de infusdo e injecao foram realizados no
campo experimental de Betume (Embrapa-Tabuleiros Costeiros) em Nedpolis-SE no més de
fevereiro de 2014. Grande parte dos estipes dos coqueiros apresentavam sinais de insetos-
broca, sem adubacéao, sem producao de frutos e as folhas caidas devido ao forte periodo de
estiagem. Porém, por encontrar-se proximo a uma area do rio Sao Francisco, os estipes
ainda estavam umedecidos. Os agrotéxicos misturados neste primeiro teste continham os
seguintes principios ativos: difenoconazol, tiofanato-metilico, tiametoxam, beta-ciflutrina,
imidacloprido, tiabendazol, carbendazim e carbofurano.

4.10.4 - Testes dos tratamentos endoterapicos de injecao com adjuvantes

O segundo tratamento endoterapico de injegéo foi realizado em area experimental, na
Fazenda Sococo, em Moju-PA, no més de julho de 2014. Apesar de ser uma temporada com
bastante incidéncia de chuvas, os dias se mantiveram ensolarados. Por ser uma propriedade
particular, em todas as areas, os coqueiros estavam saudaveis e em plena producao, os
estipes estavam umidos, facilitando o estado de translocagcdo da seiva. Aparentemente, o0s
estipes ndo apresentavam sinais de insetos-broca. Foi avaliado neste estudo, uma solu¢ao
composta pelos produtos comerciais que continham os seguintes principios ativos:
carbendazim, carbofurano, carbosulfano, ciproconazol, difenoconazol, espirodiclofeno,
imidacloprido, tiabendazol, tiametoxan, beta-ciflutrina e tiofanato-metilico.

Foram utilizados em cada tratamento, dois coqueiros escolhidos randomicamente e

aplicados em todas as plantas no mesmo dia. Cada planta recebeu 2 furos opostos, a 40 cm
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do solo para a introdugao dos agrotoxicos com um declinio de um angulo de 45°, com o
auxilio de furadeira motorizada, utilizando brocas de aproximadamente 20 cm de
comprimento e 2 cm de didmetro.

Foram realizados seis diferentes tratamentos, sendo que em trés desses utilizaram
diferentes tipos de adjuvantes, alguns descritos na literatura, como os organossiliconados
(T5, Break-thru® e T6, Silwet-L77®) e nos outros trés tratamentos (T2 a T4) foram
empregados sais fertilizantes e acido citrico. Para a injecdo dos agrotoxicos em cada
tratamento (mix), foram utilizados 10 mL da solugao e, em seguida, a seringa foi lavada com
20 mL de agua, em cada orificio, para garantir que todo o volume do mix foi aplicado.

As amostras foram coletadas em trés alturas (15 cm, 45 cm e préximo a copa) acima
do ponto de injecao e, quando possivel, devido a altura da palmacea, o quarto furo foi feito
préximo as folhas. Para evitar possiveis contaminacdes de uma amostra para outra, ou seja,
a cada altura, como medida preventiva, a broca foi limpa utilizando-se como solventes agua
e formol.

A Tabela 8 apresenta os tratamentos testados. Totalizaram-se neste primeiro teste,
12 coqueiros, sendo dois coqueiros por tratamentos. As primeiras amostras de cada
tratamento foram coletadas com 2 dias, e as segundas, 30 dias apds as injecbes dos
agrotoxicos.

Tabela 8 — Tratamentos realizados com a injecdo dos agrotéxicos e adjuvantes

Tratamentos Volume do tratamento

T 01 = somente agrotoxicos (mix)* 20 mL mix

T 02 = mix + sais 10 mL da solugéo de sais e 10 mL mix
T 03 = mix + acido citrico pH 3,0 15 mL mix + 5 mL do &cido

T 04 = mix + acido citrico + sais 10 mL mix + 5 mL de sais + 5 mL de acido
T 05 = mix + break-thru 10 mL mix + 10 mL break-thru

T 06 = mix + Silwet-77 10 mL mix + 10 mL silwet-77

*mix = carbendazim, carbofurano, carbosulfano, ciproconazol, difenoconazol, espirodiclofeno, imidacloprido,
tiabendazol, tiametoxan e tiofanato-metilico.

A solugéo de acido citrico utilizada nos tratamentos 3 e 4 foi feita pesando-se 31 mg
de &cido citrico e dissolvendo em 1 litro de 4gua destilada, obtendo assim uma solu¢gdo com
pH de 3,0. Ja a solucdo de sais empregada nos tratamentos 2 e 4 foi obtida utilizando-se 5

g de ureia, 2 g de cloreto de potassio e 2 g de cloreto de sodio dissolvidos em 1 litro de agua
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destilada. Os tratamentos usando os organossilicones (T5 e T6) nao tiveram nenhuma
diluicao e as aliquotas foram coletadas e adicionadas ao mix.

Para a avaliagdo dos frutos apds o tratamento endoterapico, as amostras de frutos
foram colhidas em intervalos de 2 dias e 30 dias ap6s a aplicacdo dos agrotéxicos no cacho,
nos quais o estagio de maturidade se encontrava em plena fase de formacao do endosperma
(cacho 17). Foram selecionados e colhidos 3 frutos do cacho 17 por planta e preparada uma
amostra composta para cada tratamento e intervalo de amostras.

4.10.5 - Testes dos tratamentos endoterapicos de injecdo e infusao empregando a
mistura de agrotoxicos + Break-thru®e somente ciproconazol + Break-thru®

O terceiro tratamento endoterdpico de injegcdo e infusdo foi realizado em area
experimental na Fazenda Sococo, em Moju-PA, no més de setembro de 2015 e finalizada
em fevereiro de 2016. Este periodo apresentou condi¢des climaticas favoraveis, com maior
estiagem das chuvas na regido para a realizacdo dos experimentos. O projeto foi expandido
de 2 (Teste 2) para 3 plantas em intervalos de coletas determinados. Foram definidos os
prazos de caréncia de aplicacao e os tratamentos, e ampliados para 60 plantas, sendo estes
divididos em duas etapas: (a) estipe, 01 de setembro de 2015 com o término no dia 15 de
outubro de 2015, sendo 48 plantas para avaliagdo da translocacgéao xilematica, com aplicacao
a 80 cm acima do solo e coletas de amostras em dois pontos do estipe (50 e 100 cm acima
do ponto de aplicagéo, correspondendo a 130 e 180 cm, respectivamente), com intervalos
de coletas de 2 dias, 15 dias, 30 dias e 45 dias; (b) fruto, 09 de outubro com o término em
10 de fevereiro de 2016, sendo 12 plantas para a avaliacao de residuo de agrotéxicos no
fruto, avaliando-se a agua-de-coco e o albumen sélido nos intervalos de 45 dias, 90 dias e
120 dias apos as aplicagoes.

A estratégia da aplicacao dos agrotdxicos empregando o tratamento endoterapico foi
dividido em dois procedimentos: a) injegdo com seringa de polietileno, o procedimento
consistiu em usar uma furadeira seguida da aplicagdo dos agrotéxicos com a seringa; b)
utilizagdo do equipamento Bite Infusion versdo Di Palma. Aléem disso, os tratamentos foram

subdivididos em: (i) mix - Ciproconazol, imidacloprido, espirodiclofeno, tiabendazol,
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carbosulfano, tiametoxam, difenoconazol + Break-thru®; (ii) Ciproconazol + Break-thru®.
Foram 30 plantas para o mix e 30 plantas para o tratamento utilizando o ciproconazol.

A Tabela 9 apresenta 0 modo de preparo das solugbes de agrotdoxicos empregados
nos respectivos tratamentos:

Tabela 9 — Modos de preparo das solugoes empregadas nos tratamentos endoterapicos por
injecao e por infusdo

Injecao Infusao

Ciproconazol
20 mL em cada planta,
sendo 10 mL em dois
pontos de inje¢cdo opostos

Mix*
20 mL em cada planta,
sendo 10 mL em dois
pontos de injecao opostos

Diluicao

1:1 (v/v) do ciproconazol
em Break-thru®

1:1 (v/v) do mix em
Break-thru®

Ciproconazol

10 mL em um Unico ponto

de aplicagao

1:1 (v/v) ciproconazol em

Break-thru®

Mix*
10 mL em um Unico
ponto de aplicacédo

Diluicao
1:1:2 (v/v) mix em
Break-thru® diluido

em agua destilada
* Mix — Ciproconazol, imidacloprido, espirodiclofeno, tiabendazol, carbosulfano, tiametoxam,
difenoconazol.

E importante salientar que durante a preparacdo das caldas ndo houve nenhuma
diluicao dos agrotéxicos ou preparacao do Break-thru® como adjuvante. Contudo, a solu¢ao
de mix dos agrotdxicos para o tratamento endoterapico de infusao teve que ser diluida em
agua destilada, porque a solugédo estava muito viscosa e impossivel de infusionar. Por esta
razao, a solugao teve que ser diluida para torna-la menos viscosa e passivel de aplicagao.

Os fabricantes dos agrotoxicos comerciais definem uma concentragdo de principio
ativo diferente. Desta forma, foi possivel estimar a concentracao de cada agrotdxico aplicado
no estipe do coqueiro nos tratamentos de infusdo e injecdo. A Tabela 10 indica a
concentracao do principio ativo dos agrotoxicos comerciais estudados no Teste 3 e a
respectiva concentragdo dos mesmos nas caldas dos tratamentos endoterapicos de injecao

e infuséo aplicados no estipe de cada coqueiro.
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Agrotoxicos Concentracao do Infusao Injecao
principio ativo
no produto pg em 10 mL pug em 20 mL
Mix comercial (%, m/v)

Tiametoxam 14,1 719.400 2.877.700
Carbossulfano 40 2.040.850 8.163.687
Tiabendazol 48,5 2.474.531 9.898.471
Imidacloprido 20 1.020.425 4.081.844
Ciproconazol 10 510.213 2.040.922
Difenoconazol 25 1.275.531 5.102.304
Espirodiclofeno 24 1.224.510 4.898.212
Total de agrotoxicos adicionados = 9.265.461 37.063.139
em cada planta

A Tabela 11 apresenta a concentracao do principio ativo do agrotéxico comercial
(ciproconazol) e as respectivas concentragbes nas caldas de injecdo e infusdo nos
tratamentos endoterapicos preparados e aplicados no estipe de coqueiro.

Tabela 11 — Concentracdo do ciproconazol e concentragdo nas caldas de injegao e infusao.

Agrotoxico Concentracao do Infusao Injecéo
principio ativo
no produto pg em 10 mL ‘ Hg em 20 mL
comercial (%, m/v)
Ciproconazol 10

50.000.000 ‘ 100.000.000

A partir desses valores foram possiveis calcular:
(a) Paridade de translocagdo: Expressa em porcentagem, a paridade entre as
concentracdes nos pontos de amostragem (50 e 100 cm acima do ponto de aplicacéao). O
objetivo foi verificar a semelhanca dos valores nos intervalos de coleta entre 2 a 45 dias
préximo a copa do coqueiro (100 cm), visto que, na maioria dos casos a concentragdo em
50 cm (ponto mais préximo do ponto de aplicagcao) pode apresentar maiores concentragoes.

O célculo de paridade de translocagao foi realizado conforme a Equagéo 6:

J100 X 100

Paridade de translocagao (%) = [ = (Equagéo 6)
50

Em que:
[ ]100= concentragdo encontrada no ponto de amostragem de 100 cm;
[ ]s0o= concentragéo encontrada no ponto de amostragem de 50 cm.
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Quanto mais proximo os resultados estiverem de 100%, mais proporcionais serao as
concentracdes entre 50 (altura intermediaria do estipe) e 100 cm (pr6ximo a copa do
coqueiro). Esta informacéo torna-se importante para comprovar se em algum momento,
entre os intervalos de coletas, a translocacgéo foi efetiva até a copa.

(b)  Eficiéncia de translocagao: Indica a concentragdo expressa em permilagem, num
determinado espago-tempo, mediante a padronizacao dos intervalos de amostragem (2 a 45
dias), localizada nos pontos de coletas (50 a 100 cm acima do ponto de aplicagcao), tendo
como ponto de partida a concentracdo do principio ativo aplicado. A eficiéncia de
translocacgéo foi calculada levando em consideragéo a Equacao 7:

[ lquantificada X 1000

Eficiéncia de translocag¢do (%o) = (Equagéo 7)

[ ]principio ativo aplicado

Em que:
[ Jouantiicada = cONcentrag@o encontrada em 50 e/ou 100 cm nos intervalos de 2 a 45 dias;
[ Jprincipio ativo aplicado = concentragdo em m/v do principio ativo aplicado nos tratamentos

endoterapicos, de acordo com as Tabelas 10 e 11.

4.10.6 — Padronizacao para a aplicacao e coleta das amostras nos tratamentos
endoterapicos

Todas as plantas selecionadas para este estudo tinham alturas entre 1,80 e 2,31 m. A
profundidade dos furos de injeg¢éo tinha entre 10-15 cm, utilizando uma broca de 8 mm.
A altura para a aplicacéo e coleta ficaram padronizadas da seguinte forma:

a) Ponto de aplicagdo: 80 cm acima do solo para que as aplicagdes dos agrotdxicos
nesta altura contemplassem um maior numero de feixes, uma vez que, nessa altura existe
a formagéo de bulbo, além de possibilitar maior conforto para o operario.

b) Alturas selecionadas para a coleta das amostras de estipe: dois pontos 50 e 100 cm.

A Figura 21 mostra as alturas dos pontos de aplicacdo e coletas de amostras

realizadas em campo.
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ponto de aplicagdo — &= \

— = «—"| Coleta de amostras
. (50 cm)

L

50 cm acima do
ponto de aplicacdo

. 1 Ponto de aplicagdo
(80 cm acima do solo)

Figura 21 — Esquema das alturas dos pontos de aplicagcéo e de coletas das amostragens.

O tratamento de infuséo foi feito com o equipamento comercial Bite Infusion, pois a
réplica do equipamento confeccionado na Unicamp se mostrou ineficiente para esta
atividade. Os tratamentos de infusdo e injecdo foram selecionados aleatoriamente ou
randomicamente, mostradas o delineamento inteiramente casualizado (DIC) e mapeados na
area demonstrada nas Figuras S1 e S2, em Anexo, para facilitar a localizacdo durante as
coletas. No mapa, cada coqueiro teve sua identificagdo intermediada por linha (horizontal) e
coluna (vertical) especificadas e apresentadas nas Figuras supracitadas. Desta maneira, 0s
coqueiros foram organizados de acordo com cada tratamento apresentados na Tabela S1,
gue se encontra nos Anexos. Para facilitar a compreensao, as amostras de estipe foram

coletadas nos intervalos de:

2- 15 dias - representado pela letra

3- 30 dias — representado pela letra C Total de 48 plantas

Em cada intervalo foram coletadas amostras em suas respectivas alturas, 50 e 100 cm

acima do ponto de aplicagao, em trés plantas diferentes.
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Os tratamentos para o estipe foram identificados da seguinte forma:

¢ T1 - Infusdo utilizando a solugao mix + Break-thru®
- T2 - Injecao utilizando a solugdo mix + Break-thru®
- T5 — Infuso utilizando o ciproconazol + Break-thru® :

Para a coleta dos frutos para a analise de agua-de-coco e albumen sélido, foram

também selecionadas trés plantas diferentes, nos seguintes intervalos apds as aplicacoes:

Frutos — aqua-de-coco e albumen sdlido

Em cada planta foram coletados 3 frutos de 2 cachos
diferentes: o cacho 19 que normalmente é empregado
no consumo de agua-de-coco e o0 outro de coco seco

(consumo de agua-de-coco e albumen sélido).

Cacho 19 é o estagio de maturidade cujo os frutos interrompem a entrada/formagéao

de agua-de-coco, iniciando as reag¢des enzimaticas para a formagao do albumen sélido.

Os tratamentos para verificagcéo de residuos no fruto foram identificados da seguinte

forma:

Este tratamento foi suspenso, pois
devido a seca severa durante o
experimento as plantas abortaram
os frutos.

i T3 - Infus&o utilizando a solugio mix + Break-thru® :

T4 - Injecao utilizando a solugdo mix + Break-thru®
: T7 - Infusdo utilizando a solugao ciproconazol + Break-thru®:
T8 — Injecao utilizando a solugéo ciproconazol + Break-z‘hru(li,g

O tratamento teve que ser refeito e esta apresentado separadamente no mapa na

Figura S2 nos Anexos.

Total de 12 plantas

O mapa e o detalhamento das plantas selecionadas para este trabalho encontram-se

em anexo nas Figuras S1 e S2.
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Para assegurar os resultados e obter amostras mais representativas e suficientes
para as analises em triplicatas, sem a necessidade de eliminar a planta, apds a medicao das
alturas, realizaram-se entre quatro e cinco furos paralelos com auxilio de uma furadeira ou
pua manual, proporcionais aos dois pontos opostos de aplicacao/injecao dos agrotéxicos,
para evitar que mais feixes fossem lesionados.

Apds a coleta, as amostras de estipe foram acondicionadas em sacos plasticos
estéreis previamente identificados e guardados em caixas de isopor contendo gelo em gel
até que, ao final da coleta, todo material fosse levado a geladeira, congelados, e assim,
despachados ao laboratério do IQ-Unicamp.

As amostras de agua-de-coco foram recolhidas em um béquer e homogeneizadas
utilizando trés ou mais frutos. Dependendo da maturidade do cacho, ap6s a abertura do fruto
e captada a agua-de-coco, coletou-se o albumen sélido com o auxilio de uma espatula. As
analises foram realizadas em triplicatas.

4.11 — Métodos e procedimentos utilizados na aplicacao de tracadores rodamina B e
azul brilhante FCF no estipe do coqueiro

Para cada coqueiro utilizado no experimento foi descampada uma area de raio de 1
metro e meio e irrigados com aproxidamente 50 litros de dgua. Foram avaliadas em trés
plantas aleatérias, sendo:

a) Uma planta com uma unica abertura no estipe ou corte na raiz;
b) Uma planta com duas aberturas no estipe ou cortes nas raizes opostas;
c) Uma planta com abertura no estipe ou cortes nas raizes nos quatros hemisférios.

A abertura do estipe foi realizada com o auxilio de uma pua manual e a injecao dos
tracadores foi feita na altura de 70 cm a partir do solo. Nos procedimentos utilizando a
seringa, em cada orificio foram injetados 25 mL do tracador na concentragdo 20 mg L. Ja
no procedimento utilizando o equipo de soro, para cada orificio/ponto de aplicagao foram
aplicados 300 mL da solucédo de tragadores na concentragdo de 20 mg L. Apds 72 horas
desse procedimento, as plantas foram cortadas transversalmente com o auxilio de um

motosserra, em diferentes alturas, para facilitar a contabilidade dos feixes tragados.
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Também, foram avaliados 3 diferentes métodos de aplicagao para o0 monitoramento
da translocacao dos tracadores:

4.11.1 - Via tronco

1° Método — A perfuragéao foi realizada com o auxilio de uma furadeira manual de arco

de pua numa altura de 1 metro no estipe. A abertura do estipe foi atingida com a

profundidade de aproximadamente 15 cm e o didmetro do furo de 8 mm. Deste modo, foi

introduzido o tragador azul brilhante FCF dentro de cada orificio com o auxilio de uma seringa
25 mL.

A Figura 22 mostra os procedimentos da abertura do furo no estipe por meio de uma

furadeira arco de pua manual e a aplicacao do tracador azul brilhante FCF na cavidade

perfurada no estipe.

Figura 22 — Tratamento endoterapico utilizando os métodos de injecéo e infusdo. A) Abertura do estipe com o
auxilio de uma furadeira arco de pua manual e B) aplicagdo do tragador azul brilhante FCF através de uma
seringa de polietileno.

2° Método — A perfuragdo no estipe foi do mesmo modo do 1° método. Contudo, a
introducao do tragador azul brilhante FCF e Rodamina B foi feito sob gotejamento continuo
com um equipo de soro com macrogotas simples, com o controle de aproximadamente 10

gotas por minuto.
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A Figura 23 mostra o procedimento para aplicagao de tragadores azul brilhante FCF

e rodamina B por equipo de soro, sinalizados com as setas vermelhas.

Figura 23 — Aplicacao de tragadores. A) Aplicacdo de tragador azul brilhante FCF, e B) Aplicagao de tragador
Rodamina B. Em ambos procedimentos foram utilizados o equipo de soro com um volume de 300 mL para cada
recipiente.

4.11.2 — Via raiz

3° Método — Foi realizado um corte tipo bisel em raizes de sustentagao primaria e as raizes
foram inseridas no saco plastico contendo aproximadamente 100 mL do tracador azul
brilhante FCF. A Figura 24 mostra raizes emergidas em bolsas contendo solucao de tracador

azul brilhante FCF.

Figura 24 — Raizes primarias imersas em bolsas contendo o tragador azul brilhante FCF
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4.12 — Dissecacao do coqueiro

Nesta atividade, foram derrubados dois coqueiros, com aproximadamente 30 anos, em
uma area de coqueiros hibridos PB-121, descuidada e sem nenhum experimento e por isso,
foram permitidos esses tipos de estudos/avaliacdo. Também, foram abertos frutos
germinados, para compreensao de toda estrutura de formacao do coqueiro, como raiz, estipe
e folhas. Estes experimentos foram realizados com o auxilio de motosserras, facées e
registrado em fotos.
4.12.1 — Visualizacao de feixes das folhas, inflorescéncia e estipe

Amostras de copa do coqueiro (estipe, folhas e inflorescéncia) foram encaminhadas
para o laboratério de qualidade da madeira e bioenergia da Universidade Federal de Goias
para a realizagédo de cortes citolégicos com o intuito de compreender os feixes responsaveis
pela translocacdo de seivas. A partir desses cortes citolégicos, as amostras foram
examinadas no Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Fotdnica Aplicada a Biologia
Celular (INFABIC) da Universidade Estadual de Campinas, usando confocal LSM 780-NLO
Zeiss no microscopio Axio Observer Z.1 (Carl Zeiss AG, Alemanha), usando objetiva EC
Plan-Neufluar 10x/0.30 M27. As imagens foram coletadas usando lasers 458 (35%) nm para
excitagédo e filtros de emissdo 463-690 nm para os fluor6foros, com pinhole (maquina
fotografica sem lente) ajustado para 1 airy unit em cada canal, formato da imagem de

1024x1024 e zoom Optico ajustavel a cada imagem.
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Capitulo 5

Translocacao utilizando tragadores, dissecacao do
coqueiro e sequéncia de Fibonacci.
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5 - Avaliacao dos métodos endoterapicos (sistema de injecao via raiz e tronco)
utilizando tracadores para subsidiar a aplicacao de agrotéxicos no estudo dos efeitos
da distribuicao espaco-temporal

O objetivo deste estudo foi avaliar a translocacao de tracadores no estipe do coqueiro
através dos vasos condutores de seiva para subsidiar o desenvolvimento de tecnologias de
aplicacdo de agrotdxicos nesta cultura e posterior monitoramento de residuos destes
produtos na agua-de-coco. O emprego do tracador teve como objetivo conhecer o
mecanismo de translocagdo da seiva e analisar o sistema vascular responsavel pelo
transporte/movimento da seiva na planta.

5.1. Rodamina B

Apo6s a abertura do estipe e aplicagao dos tragadores pelos métodos 1 e 2, via tronco,
com o auxilio de uma seringa e equipo de soro, observou-se que a medida que a seiva
translocou, os tracadores também translocaram. A avaliagdo dos resultados da translocacao
foi realizada com o corte horizontal conseguido com o auxilio de motosserra. Logo apés o
corte, notou-se que a seiva e os tragadores exsudaram. Com este método fez-se uma
avaliagdo qualitativa na qual se contabilizaram os pontos corados nos feixes seccionados.
As Figuras 25 e 26 mostram as fotos dos feixes apds a aplicagéo dos tracadores e como foi

realizada a contagem dos feixes contendo a rodamina B.
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Figura 25 — Translocacéo acropetal dos feixes tragados. A) B) C) e D) Apresentam os feixes contendo tragador
rodamina B, e a sinalizagéo com setas e circulos vermelhos mostrando a énfase de regiées mais visiveis.

¥

"‘*q .i”’

Figura 26 — Aplicagdo da Rodamina B nos 4 hemisférios do estipe e visualizagdo dos feixes tragados. A) Feixes
tragados ainda no estipe; B) A seta e circulo vermelho sinalizam a presenga dos feixes com Rodamina B; C)
Corte transversal do estipe apontando os feixes tragados; D) e E) aproximagao dos feixes tragados.
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O surgimento da coloragao de alguns feixes pode nao ser imediato, e eles apareceram
a medida que o liquido exsudou da seiva, logo apds o corte das amostras. Notou-se que
alguns dias apds os cortes os tragadores continuaram a exsudar e, com isso, a contagem
dos feixes contendo os tracadores foi limitada. A exsudagédo continua da rodamina B é

mostrada na Figura 27.

Figura 27 — Exsudagao de rodamina B, dias apds o corte e a contagem dos pontos tragados.

5.1.1. Via tronco - Injecdao de rodamina B no estipe do coqueiro utilizando equipo de
soro (método 2)

Em uma unica planta foram aplicados 300 mL de rodamina B em uma Unica abertura,
utilizando a aplicagao continua de tragador, com o auxilio do equipo de soro por 72 horas. A
Figura 28 ilustra 0 numero de feixes tracados com a aplicagao de rodamina B em uma Unica

abertura utilizando o equipo de soro.
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Figura 28. Numero de feixes tracados em diferentes alturas acima e abaixo do local de aplicagdo do rodamina
B, com um Unico ponto de aplicagéo por equipo de soro.

Foram observados 54 feixes tracados em 15 cm acima do ponto de aplicagéo, 17 feixes
tracados a 30 cm e nenhum feixe tragado na altura de 50 cm com 72 horas. Ainda na mesma
planta, abaixo do Unico ponto de aplicacao, a 15 cm foram verificados 31 feixes tracados e
3 feixes colorados em 50 e 80 cm, 0 mesmo numero de feixes.

J& em plantas com quatro pontos de aplicagdo de rodamina B foram observados a 15
cm acima dos pontos de aplicacdo, 312 feixes tracados. Na altura de 40 cm ocorreu a
diminuicdo para 54 vasos tracados, sendo que, a partir dessa altura houve a redug¢ao no
namero de feixes tracados. Até a altura de 220 cm foi observada a presenca de dois vasos

corados como pode ser visualizado na Figura 29.
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Figura 29. Numero de feixes internos do estipe de coqueiros tragados em diferentes alturas, acima e abaixo,
apds aplicacao de rodamina B com equipo-soro em quatro pontos de aplicagao.
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Neste mesmo experimento, contendo os quatro furos com aplicagdo de rodamina B,
abaixo do ponto de aplicacao foram observados 23 feixes tracados a 60 cm.

5.1.2 — Avaliacao do sistema vascular do estipe de coqueiro apos a aplicacao de
rodamina B - via tronco e a aproximacao dos feixes com o auxilio de uma lupa

As Figuras 30 a 32 mostram os resultados obtidos pela injegéo de tragador rodamina

Figura 30 - Aproximagao e visualizagdo dos feixes tragados com o rodamina B. A)B)C) Secgéo transversal do
estipe e visualizagao dos vasos condutores de seiva e D) Secgao transversal de um Unico feixe.
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Figura 31 — A)B)C) e D) apresentam um secc¢éo longitudinal do feixe e uma sequéncia de aproximagéao do xilema
que conduziu o rodamina B.

e 8 "

Figura 32 — Aproximagdes do ponto em que foi introduzido o Rodamina B no estipe. A) A abertura aproximada
do estipe para a introduc¢@o do equipo de soro contendo o rodamina B; B) Sinaliza o ponto de injegdo por um
corte longitudinal, seguido dos feixes que foram tragados ap6s o contato do tragador; C) e D) apresentam uma
aproximagao de um corte longitudinal mostrando os feixes tragados no estipe.
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Com o auxilio de uma lupa foi possivel registrar uma aproximagao dos feixes
vasculares responsaveis pela translocacdo do tragcador Rodamina B. Esses resultados
fornceram informagdes importantes sob diferentes angulos: longitudinal e transversal dos
feixes, além da compreensao de como é realizada a distribuicdo do tracador dentro dos

feixes e 0 que poderia ocorrer com 0s agrotoxicos ao serem injetados no coqueiro.

5.2 — Azul brilhante FCF
5.2.1. Via tronco - Injecao de tracador azul brilhante FCF no estipe utilizando uma

seringa (método 1)

Observou-se que na altura de 15 cm, 77 feixes vasculares ficaram tracados,
enquanto que a medida que aumentou a distancia do ponto de inje¢cao do tragcador, houve
uma diminuicao de feixes tragados. Ja com a injecao do tracador em dois pontos opostos no
estipe, verificou-se a presencga de cinco vasos com coloragao azul 15 cm acima do ponto de

inoculacdo, conforme ilustrado na Figura 33.
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Figura 33. NUmero de feixes vasculares internos do estipe de plantas de coqueiros tragados em diferentes alturas
apos injegao contendo um e dois pontos do tragador azul brilhante FCF.
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5.2.2. Via tronco - Injecao do tracador azul brilhante FCF no estipe utilizando equipo
de soro (método 2)

A solugédo do tragador foi continuamente aplicada no estipe, em duas aberturas,
durante 72 horas. A Figura 34 ilustra 0 numero de feixes tracados no estipe acima e abaixo

do ponto de aplicac¢ao utilizando o equipo de soro.
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Figura 34. Numero de feixes tragados no estipe de coqueiros em diferentes alturas, acima e abaixo do ponto de
duas aberturas e a aplicagao de 300 mL do tragador azul brilhante FCF em cada orificio pelo equipo de soro.

Observou-se a presenga de feixes tanto acima quanto abaixo do ponto de aplicacéo
de tracador. Acima do ponto de aplicagao foi verificado 70 e 33 feixes tracados a 15 e 70
cm, respectivamente. Ainda nestas mesmas plantas, com as duas aberturas, foram
avaliados os feixes corados abaixo do ponto de aplicacdo do tragador e as contagens dos
feixes foram de 166, 81 e 25 feixes tracados, em 15, 50 e 80 cm de altura abaixo da
aplicacao, respectivamente.

Quando se fez quatro aberturas para aplicacao do tragcador azul brilhante FCF foram
observados 310 feixes tragados na altura de 15 cm, 100 feixes em 30 cm, decrescendo para
10 feixes em 80 cm, até ndo serem mais observados feixes aos 180 cm. Nesta mesma
planta, foram avaliados os feixes tragados em 15 cm abaixo das 4 aberturas de inje¢cdo do
tracador e observados 248 feixes tragados, com decréscimo consideravel na altura a 50 cm,

com somente 3 feixes, e nenhum feixe tragado a 80 cm, como mostrada na Figura 35.
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Figura 35. Numero de feixes tragados no estipe de coqueiros acima e abaixo do ponto referéncia apés a
aplicagao de 300 mL do tragador azul brilhante FCF em cada abertura nos quatro pontos de aplicagéo utilizando
0 equipo de soro.

5.2.3. Via raiz — Imersao de raizes primarias no tracador azul brilhante FCF (método 3)

Foram selecionados trés coqueiros e escolhidas as raizes primarias destas plantas,
sendo que no coqueiro 1 - sec¢cdo de uma raiz, coqueiro 2 - secgao de duas raizes opostas
e coqueiro 3 - seccao de quatro raizes nos 4 hemisférios. Em todos esses experimentos, foi
observado a absorcado de até 80% do tragador azul brilhante FCF contido nas bolsas
plasticas. A translocacdo ocorreu na parte interna da raiz colorindo os feixes do xilema e
floema. Em todos os testes realizados, o tempo de contato da raiz com os tracadores
variaram entre 6 a 72 horas e a translocagéo alcangou até a base da planta, ndo ocorrendo
a coloracdo dos vasos internos do estipe. A Figura 36 mostra a translocacédo do tracador

azul brilhante FCF pelos feixes de vasos condutores de seiva.
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Figura 36 - Translocagao do tragador azul brilhante FCF pelos feixes de vasos condutores de seiva na raiz. A),
C), D) e E) apresentam os vestigios do tragador e o caminho tragado na raiz. B) Corte transversal apresentando
o contato do tragador entre a raiz e a base da planta.

Em todos os métodos 1 e 2 (via tronco) e método 3 (via raiz) foram notadas
dificuldades nas avaliacdes em plantas sob as condicées de estresse e sem a devida
adubacéo e irrigacdo. Estes fatores podem limitar o processo de translocagéo de seiva da
planta e, consequentemente, dos tragadores. E importante verificar o estagio vital da planta
no momento do corte ou furo, observando se o estipe esta umido, pois € um indicio que a
planta esta em condi¢cbes de translocar substancias como os agrotéxicos. Além disso, é
importante examinar o estado externo do estipe, o qual pode indicar a presenga de insetos,
como no surgimento de brocas, apodrecimento do estipe e/ou infestacao de outras pragas,
porém esta observacao ndo é uma regra. Em outras situagoes, observou-se que é possivel

que o estipe esteja intacto e por dentro esteja com infestagdo de pragas. Outra questao que
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também pode favorecer a translocagao é verificar o estagio de inflorescéncia e frutos, pois
iSsO caracteriza que o coqueiro esta em plenas condicdes vitais.

Tratando-se de uma analise qualitativa, os resultados que utilizaram o rodamina B, por
ser um tragador fluorescente, foram mais visiveis que o azul brilhante FCF. Como foi notado
nos resultados apresentados nos graficos das Figuras 30 a 32, o rodamina B permitiu
melhores translocagdes e tornou-se a visualizagdo mais pratica para a contabilidade do
namero de feixes tracados/corados. Esses estudos iniciais utilizando os tracadores
possibilitaram a compreensdo dos mecanismos de translocagdo ao utilizar os métodos
endoterapicos (sistema de injecao via raiz ou tronco). Embora as caracteristicas fisico-
quimicas dos tragadores sejam diferentes das dos agrotoxicos, o intuito foi subsidiar a
aplicacao de agrotéxicos no estudo dos efeitos da distribuicao espago-temporal no coqueiro.

Contudo, as informacdes qualitativas mais importantes obtidas neste experimento
foram as seguintes hipoteses: (a) substancias aplicadas no interior do estipe, seja por injecao
ou por infusdo, sao impulsionados/arrastados juntamente com a seiva; (b) os feixes podem
se comunicar e até mesmo se fundir com outros feixes; (d) a translocacdo pode ser tanto
basipetal (abaixo do ponto de aplicacido), acropetal (acima do ponto de aplicagdo), bem
como, pode haver uma translocacao na horizontal, e que também pode corroborar com a
comunicacgao do liquido aplicado no estipe entre os feixes.

As Figuras 37 e 38 mostram a translocagéo de rodamina B no estipe e peciolo foliar.
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Fldura 37 - Translocagéo do tragador Rodamina B pelos feixes condutores de seiva. (A) e (B) as setas na
extremidade do estipe indicam os locais de aplicagdo do tragador e a altura de 115 cm (A) e 15 cm acima do

ponto de aplicacao (B).

Figura 38 — Feixes mostrando a transloca¢éo de Rodamina B diluido até o pecio'Io na zona central das folhas
5.3 — Dissecacao do coqueiro para compreensao de sua anatomia
O objetivo de dissecar o coqueiro foi a necessidade de entender a distribuicdo dos

feixes vasculares compreendidos no estipe e suas sucessivas distribuicées para as folhas.

Dado que os feixes sédo responsaveis pela distribuicdo das seivas (bruta pelo xilema e
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elaborada através do floema), é importante compreender, desde a formagao do estipe e raiz,
até mesmo conhecer a formacgao dos feixes proximos a copa e ao meristema apical. Esses

registros foram mostrados nas Figuras 39 a 59.

5.3.1- Formacao do estipe, folhas e raiz

LV RRAE
Figura 39 — Fruto germinado. A) formagéo das folhas e raiz, B) foto aproximando as raizes

i

Figura 40 — Formagao das raizes. A) dentro do fruto, e B) raizes presas ao estipe.
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Figura 42 — Perfil do estipe. A) Estipe de planta jovem partido com o auxilio de um facdo e B) compreenséo da
fus@o entre o estipe e as raizes.
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5.3.2 - Base do estipe, proximo as raizes

ma plantaédulta. A

feixes.

Figura 44— Perfil do corte transversal do estipe do coqueiro.

Nota-se claramente que o centro do estipe detém menor quantidade de feixes que as
extremidades, além de ser notorio que alguns feixes tém formato V em diregéo as folhas que

ali existiram.
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Figura 45 — Aproximagéao das fotos e sinalizagdo com setas amarelas dos feixes que foram para as folhas.

5.3.3 - Altura intermediaria do estipe

Figura 46 — Perfil dos feixes do estipe na altura entre a base e a copa. A) B) e C) sinalizagao dos feixes
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5.3.4 - Estipe proximo as folhas

Folha

Inflorescéncia

Figura 47 — Perfil da copa do coqueiro com corte realizado com o auxilio de um motosserra.

>
Meristema apical

Meristema apical

—

Estipe proximo a copa

Figura 48 — Perfil do estipe préximo a copa com corte feito com auxilio de um facao, e ap6s a oxidagao dos
feixes e parénquima (que envolve o estipe), tendo-se uma melhor visualizagédo da distribuigdo dos feixes.



119

a) Copa/coroa

Folha

Figura 49 — Perfil da copa para visualiza¢gdo do meristema apical

b) Meristema apical

Inflorescéncia
— 1

Folhas

Vista do topo do meristema apical

Figura 50 — Vista do topo do meristema apical. Corte vertical retirando o excesso de folhas para visualizagdo do
meristema apical
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A) Folhas

Bt Y

Figura 51— Foto mostrando a distribuigao e conexdo das folhas ao estipe

4

Folhas

Figura 52 — Fotografia mostrando a conexdo dos feixes as folhas.
Nota-se que os feixes que vao para as folhas tém um didmetro maior que os feixes do
estipe préximo ao meristema, sendo bem mais finos. Pelas observagdes feitas acredita-se

que esses feixes, que vao para as folhas, vém do centro do estipe.
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Figura 53 — Fotografia aproximada mostrando a conexdo dos feixes com as folhas.

Figura 54 — Perfil em outro angulo dos feixes que conectam as folhas. A) didmetro dos feixes que vao para as
folhas sdo mais espessos e B) perfil dos feixes entre os nés.
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Desfolhacdo de folhas imaturas

Figura 56 — Desfolhagao das folhas imaturas do coqueiro, originarias do meristema apical.
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Figura 57 — Desfolhacdo das folhas imaturas retiradas do meristema apical.

B) Inflorescéncia

Figura 58 — Inflorescéncia imatura, também conhecida como espata, alocada entre as folhas do coqueiro.

C) Fruto

o - \
Figura 59 — Fruto com o endosperma solidificado, e formagédo da maga.
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As Figuras 60 a 62 mostram que é possivel também observar diferentes formas de
sequéncias geométricas no coqueiro, como nos feixes entre a folha e o estipe, a distribuicao

dos feixes visto em um corte horizontal e a espiralidade nos ramos dos cachos,

respectivamente.

w Y
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Figura 60 - Espirais no coqueiro, formada a partir da sequéncia de Fibonacci. Setas vermelhas, espirais
estruturados nos frutos. Setas amarelas espirais notérios nas folhas.

LN A J y ¢ L |

Figura 61 - Formagdo dos espirais no coqueiro, formada a partir da sequéncia de Fibonacci. Setas
vermelhas, espirais estruturados nos frutos. Setas amarelas espirais notérios nas folhas.
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Figura 62 — Sequéncia ordenada nos feixes das folhas e a espiralidade nos ramos que compdem o cacho.
Os galhos que formam a inflorescéncia e os frutos n&o se sobrepdem, justificando a melhor
estabilidade dos frutos no cacho.

Notou-se também que os feixes que compdem a espata/inflorescéncia parecem nao ter a

mesma organizagao e distribuicdo como nas folhas. A Figura 63 ilustra esta informacao.

L

o AR T Yen v y | M i
Figura 63 — Feixes que conectam a espata/in

florescéncia no estipe. A seta amarela reforga essa regido.

As Figuras 64 a 66 apresentam imagens a partir de cortes citoldgicos do estipe, folhas e

inflorescéncias para compreensao dos feixes vasculares.
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Figura 64 — As imagens de tecidos de estipe com o corte transversal (A) e horizontal (B-F) foram coletadas usando
uma objetiva EC Plan-Neufluar 10x/0.30 M27 e lasers 458 (35%) nm para excitagao e filtros de emissdo 463-690 nm,
com pinhole ajustado para 1 airy unit em cada canal, formato da imagem de 1024x1024 e zoom 6ptico (A), (B), (C) e
(E) de 0,6x; (D) de 2,6x e (F) 1,1x. Legenda: x = xilema, f = floema, p = parénquima, b = revestimento fibroso.

Figura 65 — As imagens de tecidos das folhas com o corte horizontal foram coletadas usando uma objetiva EC Plan-
Neufluar 10x/0.30 M27 e lasers 458 (35%) nm para excitagcao e filtros de emissao 463-690 nm, com pinhole ajustado
para 1 airy unitem cada canal, formato da imagem de 1024x1024 e zoom éptico 0,6x. Legenda, x = Xilema, f = floema,
i = grupos isolados de fibras

_ .1 Kc] i,

Figura 66 — As imagens de tecidos da inflorescéncia com o corte horizontal foram coletadas usando uma objetiva EC
Plan-Neufluar 10x/0.30 M27 e lasers 458 nm (35%) nm para excitacao e filtros de emissao 463-690 nm para os
fluoréforos, com pinhole ajustado para 1 airy unit em cada canal, formato da imagem de 1024x1024 e zoom éptico
0,6x.
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A dissecacao do coqueiro tornou-se uma atividade imprescindivel para este trabalho, posto
que foi necessario compreender: (a) a distribuicdo e formagao dos feixes no estipe, folhas,
meristema apical e inflorescéncias, para prosseguir com o estudo de translocacdo de
agrotéxicos. Informacdes sobre a anatomia do coqueiro sdo extremamente ausentes na
literatura, pouco discutidas e insuficientemente ilustradas; (b) instruir-se quanto a coleta das
amostras para as andlises no estipe.

Esses resultados mostraram o quao complexo é a interacao dos feixes proxima a copa
(meristema apical), principalmente no acesso dos feixes para as folhas e inflorescéncias.
Contudo, percebeu-se que os feixes que vao para as folhas sao diferenciados, sua origem pode
ter surgimento no centro do estipe, uma vez que, esses feixes, desde sua génese, ndao sofrem
tantos cruzamentos como os feixes das extremidades. Ainda, nota-se uma grande diferenca na
espessura dos feixes proximos a base do estipe e o meristema apical. Isso enfatiza a
necessidade de aplicacao dos agrotéxicos no estipe, em uma area que nao esteja tao préxima
do solo, para melhor captacao de area para a introducao da solucao de agrotoxicos, e assim,
uma melhor eficiéncia de translocagao, sobretudo nos coqueiros hibridos em que apresentam
estipe delgado.

De acordo com Tomlison (1991)%, a respeito da anatomia vascular das palmaceas, a
distribuicao dos feixes pode seguir um modelo/diagrama, porém, ndo sao especificos para o
coqueiro. Entretanto, 0 modelo mais préximo e propicio que se considera para o coqueiro foi
proposto por Desfontaines (1798), redesenhado por Monoyer (1925), que afirmaram que as
fibras vao do centro para circunferéncia, num sentido oposto, e que os feixes centrais sao
anexados as folhas mais jovens do centro da gema, deslocando-se gradualmente para a periferia
do caule, e os novos feixes tem origem interna ou enddgena. Esta afirmacgao torna-se importante
porque muitos destes feixes se dirigem para as folhas. E importante que a introdugéo da calda
de agrotoxicos, infusionada ou injetada, através de orificios criados por estas técnicas, atinjam o
centro do estipe.

O meristema apical, também conhecido como palmito, € também uma fonte de alimento

e o0 coracao da palmeira, sendo o Unico ponto de crescimento do coqueiro. Nesta area
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congregam-se uma infinidade de folhas e inflorescéncias imaturas entrelacadas, que
gradativamente, desprende-se em espiral, apontando-se como flecha (ainda fechada) no topo
do coqueiro. Com o tempo, o peciolo cresce, os foliolos se abrem, a folha cria peso/massa e, em
seguida, concebe o melhor angulo para captagdo da luz solar, estimulando-se a
transpiracao/evaporagao da agua.

A contextualizacdo multidisciplinar deste trabalho propés romper a caréncia de
informagdes literarias abordando as partes estruturais do coqueiro, a fim de otimizar o tratamento
endoterapico cuja translocacao dos agrotéxicos nao parta apenas de um unico de ponto vista,
seja ele, quimico, botanico ou agronémico. Objetivou-se também assimilar os principais
conceitos anatdbmicos da planta para propor um tratamento eficiente ao utilizar os agrotéxicos.
Além disso, observou-se o equilibrio existente entre a translocagao-transpiracdo, bem como
pode ser facilmente percebido, a sequéncia de Fibonacci nas folhas, frutos, como em varias
outras partes do coqueiro. Por conseguinte, se constatou que o coqueiro contem uma arquitetura
com uma estabilidade perfeitamente robusta e elaborada, além de uma comunicacao fibrosa

interligada.
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Capitulo 6

Condicoes de analise dos agrotoxicos selecionados pela
técnica de cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas sequencial (UHPLC-
MS/MS); desenvolvimento de métodos analiticos de
extracao para o estipe, albumen sélido e agua-de-coco;
validacao dos métodos de analise.
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O método escolhido para a extracdo dos agrotoxicos foi o método QUEChERS com
modificagdes do procedimento original descritos na literatura’® e como técnica de andlise a
UHPLC-MS/MS. Nao ha o registro na literatura o emprego do método QUEChERS para a
determinacao de agrotéxicos em partes peculiares da planta, como o estipe e a divisao do fruto

em duas matrizes, agua-de-coco e albumen sélido, que foram analisados separadamente.

6 — Otimizacao das condicoes do UHPLC-MS/MS para a determinacao dos agrotoxicos
selecionados em amostras de coqueiro

A cromatografia liquida foi a técnica de analise escolhida, porque apresenta vantagens
para quantificagbes quando se trabalha com agrotoxicos polares e ndo volateis e, ao ser
acoplada ao detector MS/MS do tipo triplo quadrupolo, oferece alta seletividade com a ferramenta
SRM, além de selecionar uma reacao de fragmentagéo para a identificacdo/quantificacao dos
agrotoxicos e dos seus produtos de transformagao'90:1°,

Foram realizadas injecoes diretas, também chamadas de infusao direta no espectrémetro
de massas de solugbes analiticas padrdo de 0,5 mg L, para todos os compostos estudados.
Deste modo, foi possivel selecionar e otimizar o modo de ionizacao, no caso ESI positivo para
todos os compostos, energias de colisdo para fragmentar o ion precursor e ions produtos, bem
como, a voltagem do capilar. Foram avaliadas as transicdes, no modo de SRM para a
quantificacao e confirmagao dos compostos avaliados.

As escolhas por dois aditivos na fase mével geraram melhores intensidades e respostas
reprodutiveis. Para os analitos em estudo, com a utilizacdo de acido férmico no modo de
ionizagao positivo ha formagéo de ions [M + H]*e, no caso do formiato de amdbnio, ocorre a
formacao de adutos de amdnio [M + NH4]*, os quais impedem a formagao de adutos de sodio
com os agrotéxicos, que podem ser formados espontaneamente, com alguns analitos quando se
utiliza a ionizagdo por ESI?®,

A Tabela 12 contem os parémetros de cada padrdo analitico dos agrotoxicos
selecionados utilizando o espectrdmetro de massas, avaliados mediante a realizagao de infuséo

direta, como tempo de retencao (tr), massa molar, ion precursor, ion produto, voltagem do cone,
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energia de colisdo (eV) no modo ESI positivo, mediante 0 modo de aquisicado SRM para a

quantificacao e confirmagao de cada analito estudado.

Tabela 12 — Agrotéxicos avaliados, tr € massa molar e parametros do MS/MS para andlise dos

agrotéxicos.

Agrotoxicos

3-OH-carbofurano
Carbendazim
Carbofuran
Carbosulfano

Ciproconazol?

Difenoconazol
Imidacloprido
Tiabendazol
Tiametoxam
Tiofanato-metilico

Espirodiclofeno

tr °
(min)
3,94
3,11

5,14
8,33
6,49
6,64
7,31

3,62
3,45
3,14
5,04

7,98

Massa Molar
(g mol”)
237,2
191,2
221,3
380,5

291,8

406,3
255,7
201,2
2917
342,4

411,2

Transicao de
quantificacao (m/z)
238,0 > 163,0 (16)
192,1 > 132,1(28)
222,1 > 123,0 (16)
381,3>118,0 (22)

292,2 > 70,2 (18)

407,0 > 111,1 (60)
256,1 > 175,1 (20)
202,0 > 175,2 (25)
292,2 > 132,0 (22)
343,2 > 151,0 (21)

412,2 > 71,2 (13)

Voltagem do
cone (V)
25
24
25
31

27

37
23
42
19
23

22

Transicao de
confirmacao (m/z)
238,0 > 181,0 (10)
192,1 > 160,1(18)
222,1 > 165,1 (16)

381,3 > 76,0 (34)

292,2 > 125,1 (24)

407,0 > 251,1 (25)
256,1 > 209,1 (15)
202,0 > 209,1 (30)
292,2 > 211,2 (12)
343,2 > 311,1 (11)

411,2 > 313,0 (13)

aCiproconazol — Isdbmeros; Energia de colisdo (eV) é dado em parénteses; °tr- Tempo de retencao;

m/z — raz&o massa-carga

A Figura 67 apresenta o cromatograma obtido a partir dos ions selecionados no modo de

aquisicao SRM para as solucdes analiticas preparadas em acetonitrila (A), na concentracao de

20 ug L.
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Figura 67 — Cromatograma dos ions selecionados obtido por UHPLC-MS/MS a partir da solugédo analitica dos
agrotoxicos em acetonitrila numa concentragdo de 20 pg L. Identificagdo dos compostos: (1) Carbendazim, (2)
Tiametoxan, (3) Tiabendazol, (4) Imidacloprido, (5) 3-OH-carbofurano, (6) Tiofanato-metilico, (7) Carbofurano, (8)
Ciproconazol (isémero), (9) Difenoconazol, (10) Espirodiclofeno, (11) Carbosulfano.

6.1 — Desenvolvimento do método para a determinacao de agrotoxicos

Método A:

Estipe — Devido a heterogeneidade do estipe com partes secas, leves e densas, foi necessario
a introdugéo de 4gua ao meio para a formagao de uma lama (slurry) na proporgao de 1:3 (estipe
e agua deionizada ultrapura, m/m), como exemplo, 10 g de estipe para 30 g de agua deionizada
ultrapura, respectivamente. O objetivo deste preparo foi homogeneizar a amostra e facilitar a
penetracao da acetonitrila na etapa de extracdo. Uma caracteristica do estipe € o tamanho das
fibras, por isso é adequado um processo de trituracdo para aumento da area superficial. Este
procedimento expde ainda mais a fibra durante a extragdo dos agrotdxicos ja que, os fluxos de
nutrientes e agrotoxicos encontram-se nos intersticios dos feixes vasculares fibrosos que
compdem toda a estrutura do estipe. A trituragao foi realizada através de um processador moinho
analitico apds a secagem da fibra, tornando-a quebradiga. A estrutura da fibra é compacta e é
dificil tritura-la sem que esteja completamente seca. Além disso, a secagem do estipe,
homogeneizada juntamente com o gelo seco pode prevenir a oxidagao. A sequéncia das etapas

do pré-tratamento do estipe esta descrita no fluxograma apresentado na Figura 68.



133

(1)
Pré-Tratamento do Estipe

Triturar com gelo seco e deixa-lo em po

Pré-tratamento da
amostra

Homogeneizar o gelo seco com a matriz

Tratamento da ‘ Colocar a amostra na estufa por 6 ha 45 °C ‘

amostra ‘

Trturar com o processador por 2 vezes ‘

(I

Figura 68- Etapas do pré-tratamento do estipe. (l)
Etapa realizada no procedimento de pré-tratamento do
estipe, que antecede a extragdo dos agrotoxicos. (Il)
Fotografias mostrando o pré-tratamento do estipe: (A)
amostras identificadas na estufa apds a adigao de gelo
seco; (B) aspecto do estipe ap6és a secagem; (C)
amostras acondicionadas e identificadas em sacos
plasticos estéreis. (Ill) Fotografias mostrando o
tratamento do estipe: A) 1- Estipe apds a trituragao
com o moinho analitico; 2- Estipe apds o tratamento
com o gelo seco e estufa. B) Estipe antes da
hidratagéo. C) Estipe ap6s a hidratagao (slurry).
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Este pré-tratamento foi fundamental para obter: a) uma amostra homogeneizada e

padronizada; b) facilitar a pesagem, ¢) minimizar o risco de oxidacdo do estipe, ja que este

processo foi interrompido com o gelo seco, e d) preservar os analitos. Apds o método de pré-

tratamento do estipe foram realizados os testes de extracdo 1 e 2, sendo o teste 1 o0 método

QUECHERS original'® e o teste 2, 0 QUEChERS-acetato modificado'®. Quando o estipe foi

aquecido na estufa, notou-se que o parénquima foi reduzido, e o feixe vascular ficou mais

exposto. A Figura 69 apresenta o esquema dos métodos QUEChERS testados.

QuEChERS original

Fortificagdo
\ 10 g de slurry (1:3) \ (50 ug k%,ﬂ)

EXTRACAO

10 mL de acetonitrila 1% écido acético |

Agitacéo (vortex) 1 min.

4 g de MgSO, + 1,0 g de NaCl

PARTICAO Agitacéo (vértex) 1 min.
Centrifugag&o (3400 rpm) 8 min. / 20 °C)

.........................................................................................................................................................

4 mL do sobrenadante + 150 mg MgSO, +25 mg PSA

Agitagéo (vértex) 1 min.

LIMPEZA Centrifugagao (3400 rpm) 8 min. / 20 °C)

_ Fortificagao H
EXTRACAO | M0gdestumy(13) 400 800 e 2000 ugkg)
10 mL de acetonitrila 1% acido acético | '
Agitaggo (vortex) 1 min. }
4 g de MgSO, + 1,7 g de NaAc
PARTIGAO Agitacao (vortex) 1 min.

Centrifugacgéo (3400 rpm) 8 min. / 20 °C)

4 mL do sobrenadante + 600 mg MgSO, + 500 mg C18 + 100 mg PSA

LIMPEZA Agitacdo (vortex) 1 min.
Centrifugagdo (3400 rpm) 8 min. / 20 °C)

Analise por LC-MS/MS

Figura 69 - Representagdo esquematica do método QUEChERS original e QuEChERS
modificado utilizados na extragdo dos agrotéxicos em amostras de estipe.

acetato
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As extracOes dos dois métodos foram realizadas no estipe “branco” e avaliadas em funcao
da quantidade de residuo gerado nas etapas de extracdo. Ambos os extratos finais foram filtrados
em filtros de 0,22 uym e secos sob fluxo de nitrogénio. Nesta etapa, observou-se a coloragéao e
pesaram-se os frascos (vials) para verificar a formagao dos residuos por gravimetria. Estes testes
preliminares foram fundamentais, pois se evitou que residuos processados durante a extracao
saturassem o sistema cromatografico, reduzindo os danos e preservando a vida util dos selos,
da coluna, o entupimento de tubulagdes e dos filtros do equipamento. Concluiu-se que o
QuEChERS original formou um volume pronunciado de residuos, tanto na coloragdo como em
massa, sendo descartado como método de extragao para o estipe. Por outro lado, 0 QUEChERS
acetato diminuiu a extracdo de co-extrativos. Notou-se que, uma maior quantidade de sais
empregados na etapa de limpeza do QUEChERS acetato em comparagao com o QUEChERS
original foi eficiente para a reducao residual, além do clareamento do extrato.

Para os testes iniciais de eficiéncia de extracao (recuperacao) no estipe, foi realizada uma
curva analitica com 6 concentragdes em acetonitrila e no extrato da matriz (estipe) que
corresponderam a: 25,0; 50,0; 100,0; 125,0; 500,0 e 1000,0 ug L', sendo realizada uma triplicata
no nivel de fortificagdo de 50,0 ug L' (n=3) na matriz. As solugdes foram diluidas na proporgéo
1:4 (v/v) em &agua ultrapura para a injecdo no sistema cromatografico, resultando em
concentragdes finais de: 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 50,0 yg L'. Os resultados dos niveis de
recuperacoes (R%) e desvio padrao relativo (RSD%) do método de extragcdo QUEChERS acetato

modificado e analise por UHPLC-MS/MS sao ilustrados na Figura 70:
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Figura 70 — Resultados das analises utilizando o método QUEChERS acetato modificado (Teste 2) e determinagao por
UHPLC-MS/MS e extragdo do método QUEChERS modificado do estipe fortificado na concentragéo de 50 pg kg™'.

Os resultados mostraram que a extracdo, particio e limpeza wusando o
método QUuEChERS acetato modificado e analise por UHPLC-MS/MS forneceram
resultados satisfatorios, com médias entre 70 e 120% e RSD inferiores ou iguais a 20%.
A Figura 71 apresenta os extratos obtidos durante algumas etapas do procedimento

de extragao do método.

Figura 71 - Fotos dos extratos durante algumas etapas do procedimento de extracdo do QUEChERS acetato
modificado. A e B) Etapa de extragao/particdo C) Etapa de limpeza (clean up), a seta indica uma camada lipidica. D)
Extrato filtrado. E) Tubos de ensaios utilizados na etapa de limpeza, apds a extragdo em contato com agua na limpeza.
1 - indicando a oxidagao do procedimento de extragdo QUEChERS original; 2 - indicando o procedimento de extragao
QUECHERS acetato modificado sem a oxidagao do estipe.
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A Figura 71 mostra o clareamento do extrato obtido pelo QUEChERS acetato durante a
execucdo da extracdo. E importante destacar que, neste mesmo teste houve a formacgéo do
tampao (pH 4,5-5,0) prevenindo o risco de oxidagdo do estipe durante a extragcdo no meio
tamponado. A partir do momento que a amostra é extraida, caso ndo seja bem refrigerada ou
ficar muito tempo fora da geladeira para descongelar, ela pode escurecer e ficar com uma
tonalidade marrom escuro. O estipe proximo a copa possui um didmetro/espessura mais fina que
0 estipe na zona proximo ao solo e numa altura intermédia e, muitas vezes, na extragao pode
apresentar uma coloracao esverdeada, o que sugere clorofila.

A utilizacao de acetato de sadio influenciou, principalmente, na recuperagao de compostos
polares. Ja a acetonitrila permitiu a extracdo de uma ampla faixa de compostos com diferentes
polaridades, além de extrair uma menor quantidade de compostos lipofilicos da matriz, como
pigmentos, ceras, gorduras'®'®%, O PSA juntamente com o C18 tem a capacidade de remover
acucares, alguns pigmentos, acidos graxos, entre outros coextrativos da matriz que encontram-
se ligados por ligagdes de hidrogénio'”®.

Método B:

Albumen solido - Assim como no estipe, ndo ha registro na literatura de utilizacdo do método
QUEChERS para extracdo e da determinacao por UHPLC-MS/MS para o albumen sélido. Ao
abrir o fruto e retirar a agua-de-coco, o albumen sélido ao ser exposto ao ambiente, passou a ter
uma coloragao roseada, que antes era branca, indicando um processo de oxidacao. Nao se sabe
se esse processo oxidativo degrada o agrotoxico. Para evitar essa ocorréncia, optou-se por um

tratamento que esté descrito no fluxograma da Figura 72.
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Tratamento Albumen soélido

Triturar o gelo seco

Homogeneizar o albimen sélido com o processador

Tratamento da
amostra

Homogeneizar o gelo seco com a matriz

Armazenamento Armazenar a amostra no freezera -17°C.

Figura 72 — Fluxograma sequencial de tratamento do albumen sélido

Apos o tratamento do albumen, as amostras foram colocadas em frascos de polietileno e
armazendas no freezer a uma temperatura de -17°C. Com este procedimento, foi possivel
verificar a interrup¢do oxidativa do albumen. Antes de serem submetidas ao processo de
extracdo, as amostras foram descongeladas. Apés a otimizacao no tratamento do albumen, as
amostras foram submetidas a dois métodos de extracao, assim como no procedimento do estipe:
QuEChERS original e QUEChERS acetato modificado com o objetivo de avaliar o residuo gerado

nas etapas de extragcdo, conforme mostra os fluxogramas da Figura 73.
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Albumen sélido - QUEChERS original

| 10 g de albimen sélido |

EXTRACAO
‘ 10 mL de acetonitrila 1% acido acético ‘
Agitagao (vortex) 1 min.
4 g de MgSO,+ 1,0 g de NaCl
PARTIGAO Agitagdo (vértex) 1 min.
Centrifugagdo (3400 rpm) 8 min. / 20 °C)
5 4 mL do sobrenadante + 150 mg MgSO, + 25 mg PSA
Agitagao (vortex) 1 min.
LIMPEZA Centrifugagdo (3400 rpm) 8 min. / 20 °C)
Albumen Sélido - QUEChERS modificad
|10g de albimen sslido Fortificagao '
" (10,0; 20,0 e 50,0 ug kg')
EXTRACAO
‘ 10 mL de acetonitrila 1% acido acético ‘
Agitagao (vortex) 1 min.
4 g de MgSO,+ 1,7 g de NaAc
Agitagdo (vortex) 1 min.
PARTIGAO Centrifugag&o (3400 rpm) 8 min. / 20 °C)
Alto teor lipidico:
8 mL do sobrenadante em congelamento por 5 min em gelo seco
4 mL do sobrenadante + 600 mg MgS0Q,+ 500 mg C18 + 100 mg PSA
LIMPEZA Agitacdo (vortex) 1 min.

Centrifugac&o (3400 rpm) 8 min. / 20 °C)

Analise por LC-MS/MS

Figura 73 - Representagcdo esquematica do método QUEChERS original e QUuEChERS acetato
modificado utilizados na extragdo dos agrotéxicos em amostras de albumen sélido.

by

Assim como foi realizado no estipe, os extratos foram submetidos a observacdo da
coloragéo e testes por gravimetria. Apds a sequéncia dos procedimentos, ambos os extratos
finais foram filtrados em filtros de 0,22 um e 1 mL das amostras foi recolhido e seco em fluxo de

nitrogénio. Os resultados confirmaram que em termos de coloragdo e massa, ambos os extratos
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nao formaram residuos expressivos nos vials. Por isso, optou-se em avaliar o QUEChERS
acetato, sendo o método similar testado para o estipe, com a adicdo de uma etapa de
particionamento (freezing-out), que é o congelamento do extrato em uma caixa térmica contendo
gelo seco por 5 min, seguido de uma prévia centrifugagdo de 1 minuto para a decantacao e
precipitagédo lipidica. O albumen sélido contém alto teor de gordura e a medida que o fruto
amadurece, a porcentagem lipidica aumenta e, consequentemente, a dificuldade de extracao
dos agrotoxicos. A Figura 74 apresenta algumas etapas deste procedimento de extragdo do

Teste 2.

Figura 74 — Fotos dos extratos obtidas em algumas etapas do procedimento de extracdo do QUEChERS - acetato
modificado. A) Etapa de extragdo/parti¢cao; B) Etapa de particao: a seta indica a formagao de uma camada lipidica; C)
A formacéo de fases na etapa de particdo apos a centrifugacéo: 1 - Fase organica, 2 - Albiumen solido, 3 - Fase Aquosa
e 4 - Sais utilizados na etapa de extragao/particao; D) O extrato apds a etapa de (clean-up) limpeza; E) e F) Os extratos
previamente filtrados e prontos para serem analisados, a diferenga entre os dois foi a utilizacdo de gelo seco no
procedimento de extragao dos testes; G) e H) Fotos ap6s o congelamento horizontal dos extratos em gelo seco por 5
min; e |) Extrato ap6s o congelamento e centrifugagao por 40 s.

Em casos de amostras com alto teor lipidico, a solubilidade utilizando uma camada de
acetonitrila é limitada. O excesso lipidico na amostra forma uma camada adicional em que os
analitos podem particionar e se perderem. Assim, a extensao das perdas depende da quantidade
de lipidios na amostra, bem como da polaridade dos analitos, sendo que os mais apolares
mostram maiores perdas. Por isso, a importancia da utilizagdo de um padrdo interno que
evidencie os problemas na extragdo. As gorduras e ceras podem ser separadas a partir de
um grande volume de extrato, que é congelado por um tempo otimizado. O congelamento

(freezing-out) remove lipideos, graxas, agucares e outros coextrativos com baixa solubilidade

em acetonitrila.
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Sobhanzadeh et al.,?°! utilizaram o mecanismo de limpeza por congelamento em amostras
de 6leo de dendezeiro (Elaeis guineenses) e deixaram os extratos estocados horizontalmente no
freezer em -20°C por 2 horas. A fase organica contendo o solvente organico e os compostos
extraidos se mantiveram liquido e subiram ao topo, enquanto que os lipidios foram congelados
e precipitados no fundo dos tubos. Assim, a precipitacdo a baixa temperatura seguida pelo
procedimento de limpeza d-SPE foi efetiva para remover os interferentes da amostra oriundo da
palmacea, pela separagdo com a precipitacdo, decantagao e filtracao dos lipideos.

Lee et al.?%? descreveram um método QUEChERS citrato para extragio de agrotdxicos em
paprica através do particionamento com gelo seco em substituicdo ao tampéo para extrair e
particionar agrotéxicos na primeira etapa da extracdo. Esta estratégia pode ser uma alternativa
para a andlise de multirresiduos de agrotoxicos de ampla polaridade em diversas matrizes.

Nos testes realizados no albumen sélido, as solugbes foram preparadas nas seguintes
concentragdes para a confecgdo da curva analitica contendo 7 pontos para cada matriz: a)
acetonitrila e; b) no extrato do albimen sélido: 2,5; 5,0; 25,0; 50,0; 100,0; 150,0 e 250,0 ug L™,
sendo que para cada matriz, foram fortificadas trés amostras (n=3) no nivel de 50 ug kg™'. Deste
modo, todas as solugdes foram diluidas na proporcao 1:4 (v/v) em agua ultrapura para a injegcao
no sistema cromatografico, resultando em concentracées finais de: 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0;

50,0 ug L. Os resultados das andlises estao na Figura 75:
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Figura 75 — Eficiéncia de extracdo do método QUEChERS acetato modificado para o albumen sélido fortificado na
concentragdo de 50 ug kg e andlise por UHPLC-MS/MS.

Os resultados da eficiéncia de extracao dos agrotéxicos variaram de 105,3 a 66,4 % com
o desvio padrao relativo variando entre 1,7 a 10,1%. Os resultados foram satisfatorios, exceto o
carbossulfano que apresentou recuperagao abaixo do intervalo de 70-120% de recuperagéo

esperada.

Método C:

Agua-de-coco — Assim como para o alblimen sélido e o estipe, ndo existem relatos na
literatura utilizando os métodos QUEChERS e o UHPLC-MS/MS para a agua-de-coco. O
procedimento de extragdo e homogeneizagdo da agua-de-coco esta descrito no item 3.2.2.

Como os resultados do albumen sélido foram satisfatorios, optou-se em avaliar o mesmo
meétodo de extracdo para a agua-de-coco. Além disso, ao empregar o mesmo método, seria
possivel observar interacdes dos agrotéxicos nas diferentes matrizes, dado que estas tém origem
no mesmo fruto, porém com propriedades diferentes, como teor de agua, gordura, proteina e

aclcares. E importante mencionar que, tanto para a agua-de-coco como para o albumen, &
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medida que o fruto amadurece, aumenta-se a dificuldade de extracao dos agrotoxicos, em virtude
do desenvolvimento dos tecidos endospermaticos. Por isso, a estratégia de congelamento se faz
importante, para que haja a remog¢ao desses coextrativos com baixa solubilidade em acetonitrila,
através da decantagao e precipitagcao desses interferentes.

As amostras foram submetidas a extragdo do método QUEChERS acetato modificado,

conforme apresenta o fluxograma da Figura 76.

Fluxograma Agua-de-coco

10 mL de agua-de-coco Fartificagda
150 ug kgl
EXTRACAD
10 mL de acetonitrita 1% acido acético
Agitacio (virex) 1 min
4 g de MgS0O,+ 1,7 g de NaAc
Agdacio (vérex) 1 man
PARTICAC Cenfrifugasia {3400 rpm) & min. [ 20°C)

& mL do sobrenadante em resfriamento por 5 min em gelo seco

4 mL do sobrenadante + 600 mg MgS0,+500 mg C18 + 100
mg PSA

Agitagdo (vartex) 1 min.
Centrifisgacdo (2400 rpm) 8 man. 1 20 7C)

Andlise por LC-MS/MS

Figura 76 — Representacdo esquematica do método QUEChERS acetato modificado utilizado na extragdo dos
agrotoxicos em amostras de dgua-de-coco.

Nos testes realizados na agua-de-coco, as solugbes foram preparadas nas seguintes
concentragdes para a confeccdo da curva analitica contendo 7 pontos para cada matriz: a)
acetonitrila e; b) no extrato da agua-de-coco: 2,5; 5,0; 25,0; 50,0; 100,0; 150,0 e 250,0 ug L™,
sendo que para cada matriz, foram fortificadas trés amostras (n=3) no nivel de 50 ug kg™'. Deste
modo, todas as solu¢des foram diluidas na proporgéo 1:4 (v/v) em agua ultrapura para a inje¢ao
no sistema cromatogréfico, resultando em concentragées finais de: 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0;
50,0 ug L', além do branco da amostra e trés amostras fortificadas (n=3) no nivel de 50 pg kg™

Os resultados estdo mostrado na Figura 77.
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Figura 77 — Recuperacao, R(%) e o desvio padrao relativo, RSD(%) para o método QUEChERS acetato modificado
para a agua-de-coco fortificado na concentragio de 50 g kg™' e analise por UHPLC-MS/MS.

Os resultados de recuperacao foram satisfatérios para a maioria dos agrotéxicos e
variaram de 91,2 a 120,0%, com desvio padrao relativo entre 2,4% a 18,3%, exceto o tiofanato-
metilico e o carbendazim que extrapolaram o intervalo de recuperag¢ao esperado, num intervalo
de 70-120%. Contudo, para matrizes complexas, como a agua-de-coco, alguns guias de
validagéo para residuos de agrotoxicos como a ANVISA'®, Official Methods of Analysis of AOAC
International e Food and Agriculture Organization (FAQ)?%, expandem essa faixa de recuperagio
assegurando que, esses limites podem ser aceitaveis de 50%-150% com RSD < 20%.

6.2 — Validacao do Método QUEChERS Modificado para a Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Coqueiro (Estipe, Albumen Soélido, Agua-de-coco)

A validagao do método analitico para a determinagcao de residuos de agrotdxicos em
estipe, agua-de-coco e alblimen sélido foi realizada de acordo com a SANCO (2013)'%. Para isto

foram avaliados os parametros analiticos, como: curva analitica e faixa linear, seletividade, efeito

matriz, limites de quantificacdo e deteccdo, precisdo (repetitividade e precisdo intermedidria) e

exatidao (recuperacio).
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A validagao para o estipe, 4gua-de-coco e albumen utilizaram os seguintes métodos: a) o
QuEChERS acetato modificado, como técnica de extragao e b) UHPLC-MS/MS, como técnica
de analise, mediante as condicdes dos fluxogramas descritos nas Figuras 68, 69, 72, 73 e 76 e

na Tabela 12 referente aos ions.

6.2.1 - Seletividade

A seletividade foi avaliada comparando os cromatogramas das amostras ausentes de
analitos, também nomeada de “amostra branco”, com as amostras fortificadas em uma
concentragdo conhecida.

A Figura 78 apresenta os cromatogramas obtidos a partir dos ions selecionados no modo
de aquisicdo SRM para as solugbes analiticas preparadas em acetonitrila (A), extrato do estipe
(B), extrato do albumen sélido (C) e extrato da agua-de-coco (D), respectivamente, na

concentragdo de 20 ug L.

(A) Solucoes analiticas preparadas em acetonitrila
M

100

Time
T T T T T T T
250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825
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Figura 78 — Cromatogramas dos ions selecionados obtidos por UHPLC-MS/MS a partir da solug@o analitica dos
agrotoxicos em acetonitrila numa concentragdo de 20 pg L. Identificagdo dos compostos: (1) Carbendazim, (2)
Tiametoxan, (3) Tiabendazol, (4) Imidacloprido, (5) 3-OH-carbofurano, (6) Tiofanato-metilico, (7) Carbofurano, (8)
Ciproconazol (isdmero), (9) Difenoconazol, (10) Espirodiclofeno, (11) Carbosulfano. (A) Cromatograma da solugao
analitica preparada em acetonitrila; (B) Cromatograma do extrato do estipe; (C) Cromatograma do extrato do albumen
solido, (D) Cromatograma do extrato da agua-de-coco, respectivamente, na concentragio de 20 ug L.
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Observa-se nos cromatogramas referentes ao estipe, albumen sélido e agua-de-coco a
auséncia do carbosulfano devido a degradagao, identificado no cromatograma (A) com o niumero
11. Estes testes mostraram que nao foi possivel analisar/validar carbosulfano em amostras de
estipe e fruto de coqueiro. Acredita-se que este composto sofra um processo degradativo durante
a extracao, sendo retirado de agrotéxicos selecionados, ja que ndo foi possivel quantifica-lo.
Alguns estudos sugerem que este composto é facilimente hidrolisado a carbofurano e 3-OH-
carbofurano sob condigdes acidas. Segundo Soler et al.,?*4, a determinacgao de carbosulfano em
frutas citricas e vegetais € pouco estudada. Além disso, existe uma necessidade para a
identificacdo em analises rotineiras, pois seus produtos de degradacao como o carbofurano, 3-
OH-carbofurano e 3-ceto-carbofurano sdo mais persistentes e muito mais téxicos que o

composto original, sendo o carbofurano, o metabdlito mais téxico.

6.2.2 — Determinacao dos valores de limite de deteccao (LOD) e limite de quantificacao
(LOQ) do instrumento e do método

Os LOD e LOQ instrumentais foram de 0,75 e 2,5 ug L™, respectivamente, para todos os
agrotoxicos, enquanto que o LOQ do método foi de 10,0 ug kg™' para a dgua-de-coco e albimen
sélido e 40 ug kg™' para o estipe, calculados pela curva analitica. Os agrotdxicos foram fortificados
no branco da matriz na concentragdo de 10 pg kg™ para todos os agrotéxicos na dgua-de-coco
e albumen sélido e 40 ug kg™ para o estipe, e tiveram valores de recuperagéo entre 50-120% e
RSD abaixo de 20%. Os valores de LOQ para a maioria dos agrotoxicos, estava bem abaixo do
LMR adotados pelas agéncias regulamentadoras como a ANVISA e a EU.

6.2.3 - Curva analitica, faixa linear, efeito matriz, exatidao (ensaio de recuperacao) e
precisao (repetitividade)

Foram construidas trés curvas analiticas a partir da solugcao padrao em acetonitrila e no
extrato das matrizes “branco” (estipe, albumen e agua-de-coco), sendo cada matriz fortificada
em oito niveis de concentragdo que corresponderam as concentragdes 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0;
100,0; 150,0 e 250,0 ug L', para o albumen sélido e agua-de-coco, e para o estipe as seguintes

concentragdes: 10,0; 20,0; 40,0; 100,0; 200,0; 400,0; 600,0; 1000,0 pg L.



148

O estudo de linearidade do método foi realizado através dos graficos de calibracao
mostrando a resposta do equipamento em funcdo de diferentes concentragdes do analito,
baseando-se nos coeficientes de determinacgao (r?) satisfatorios a partir de 0,99.

A exatidao do método foi realizada com a fortificacdo das amostras, antes da extragéo, em
quintuplicata (n=5) para cada um dos 3 niveis de concentracdo, avaliada pelos ensaios de
recuperacao. Os valores das médias porcentuais de recuperagdao foram realizados em
quintuplicata (n=5) e 0 RSD em trés niveis de concentragéo de 40,0; 80,0 e 200,0 ug kg para o
estipe e 10, 20 e 50 ug kg™ para o albimen e agua-de-coco. A precisdo intra-dia foi calculada
através do desvio padrao relativo (RSD), mediante a replicata das extragdes e analise das
amostras fortificadas. Ja a precisdao intermediaria foi avaliada pela extracdo das amostras
“branco” fortificadas em dias diferentes, sendo injetadas as solugbes da curva analitica em uma
Unica injecdo. A precisdo intermediaria RSDpi (%) foi avaliada em dias diferentes em
quintuplicata (n=5) na concentragao intermediaria de 80 ug kg™ para o estipe e 20 ug kg™ para o
albumen e a agua-de-coco.

A Tabela 13 apresenta os resultados referentes aos valores da faixa linear de cada
agrotoxico, os coeficientes de determinacéo (r?) para as equagdes das curvas analiticas em
acetonitrila e nos extratos das matrizes (estipe, albumen e &gua-de-coco), seguidos pela
equacao da curva analitica. A avaliacdo do efeito matriz foi realizada comparando as areas
obtidas em duas curvas analiticas nos mesmos pontos, uma no extrato da “amostra branco” para
cada matriz individualmente e outra em acetonitrila. O efeito matriz para os agrotoxicos foi

avaliado com base nas inclinagdes da reta do extrato da matriz e do solvente.
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Tabela 13 - Coeficientes de determinacéo (r?) das curvas analiticas em solvente e no extrato das
matrizes, a descricdo da equacao do modelo matematico da curva analitica, a recuperacao R(%)
e o desvio padrao relativo RSD (%) em diferentes niveis de concentragdes dos agrotoxicos
estudados (n=5), a precisao intermediaria RSD(%) avaliada pela recuperac¢ao (n=5) no nivel de
fortificagdo de 80 ug kg™, efeito matriz dos agrotéxicos a partir de solugdes preparadas em
acetonitrila e nas matrizes.

Agrotoxicos Faixa Matriz Nivel de fortificagdo (ug kg™) EMP
linear R(%) (RSD(%)) r2
ug L (%) Equacao
10 20 40 50 80 200 202 802 solvente  matriz
3-OH- 10-1000 Estipe 80(3) 91(3)  90(3) 104(6) -26 0,9937 0,9984 12424,9x + 418,393
carbofurano  2,5-250 AS**  94(11)  98(4) 101(2) 108(4) +2 09937 09961 17116,3x+2712,63
25250 Asua*  gg(3)  103(3) 104(2) 100(4) +4  0,9990 0,9989 35116,5x+87144
Carbendazim 10-1000 Estipe 73(7) 85(6)  80(7) 87(6) -55 0,9934 0,9979 10891+ 677,346
25250  AS**  gA(8)  87(2) 90(3) 86(2) -13  0,9934 0,9992 21048,1x+1994,83
25:250  Agua*  g5g(3)  g2(3) 66(2) 65(4) +6  0,9990 0,9934 43408,4x+599439
Carbofurano  10-1000  Estipe 72(4) 81(5)  77(6) 92(4) -22 0,9934 0,9982 26973,6x-1481,15
25-250  AS** - 78(10)  82(4) 89(5) 91(2) +32 09934 0,9950 45516,5x+5539,65
25-250  Agua*  195(3)  120(3) 120(2) 117(4) +3 1,000 0,9995 °>492,6x=201505
Ciproconazol 10-1000  Estipe 85(3) 87(5) 88(2) 96(3) -7 0,9965 0,9990 12927,7x + 560,555
25250 AS** go(11)  84(7) 89(5) 91(2) -5 0,9965 00,9983 13084,4x +949,544
2,5-250 Agua* 92(3) 96(2) 97(1) 94(4) 1 1,000 0,9992 225669x-247.524
Difenoconazol 10-1000 Estipe 91(2) 90(5) 89(4) 91(6) +25 0,9917 0,9976 12976,1x +2016,34
25-250  ASF* 74(14)  75(11) 84(9) 87(7) +18 0,9917 10,9986 12211,2x+643,526
25250 Agua*  g15)  g9(4) 94(4) 91(7) +3  0,9960 0,9971 29631,95x-722.551
Imidacloprido  10-1000  Estipe 79(1) 91(4) 88(4) 102(5) -5 0,9978 0,9989 3367,69x - 71,2287
2,5-250  AS**  g87(15)  90(6) 93(6) 97(5) 0 09978 0,9990 3563,9x+16,0023
25250  Agua*  g7(5)  95(2) 99(3) 95(4) +3  0,9990 0,9996 /221,52x-533.905
Tiabendazol 10-1000  Estipe 70(6) 75(3)  73(6) 87(4) -53 0,9950 0,9972 16979,2x +4129,62
25250 AS** - ga(7)  88(4) 92(4) 96(1) -7 09950 0,9984 33817,1x+6026,21
25250 Aguat  g43)  97(2) 100(3) 95(4) +5 09990 0,9996 47039,6x~2760.32
Tiametoxam  10-1000 Estipe 76(2) 92(7)  90(9) 102(4) -50 0,9953 0,9987 3232,65x— 182,052
25250  AS** - 96(7)  94(6) 104(1) 115(3) -11  0,9953 0,9972 5699,25x + 817,233
25250 Agua*  100(4)  104(4) 107(3) 105(4) +6  0,9980 0,9977 °83883x+463.367
Tiofanato-  10-1000  Estipe 82(7) 90(9)  84(10) 113(4) -47 0,9957 0,9989 78,92531x*+7313,94x
metilico 25250 AS** g3(15)  83(9) 93(7) 83(8) +7  0,9957 0,9971 -54,8388x*+14824,5x
- Agua* . _ _ R _ B _ -
Espirodiclofeno  10-1000  Estipe 91(9) 93(5)  89(5) 86(5) +36 0,9924 0,9920 2661,42x + 224,469
- A.S.*¥* - - - - - - - =
25250  Agua*  gq(16)  93(4) 93(3) 90 48 +35 0,9960 0,9908 1822,96x-151.09

*Agua = Agua-de-coco; ** A.S = Alblimen Sdlido; (a) Precisdo intermediaria; (b) Efeito matriz; (r2) Coeficiente de
determinagéo

Concluiu-se que as curvas analiticas nas matrizes se mostraram lineares, e ficaram de
acordo com as recomendacoes da ANVISA, pois todos os compostos analisados apresentaram
faixa linear nas concentragoes entre 10,0 e 1000,0 ug L' para o estipe e 2,5-250,0 ug L' para a
agua-de-coco e albumen, sendo os coeficientes de determinagéo (r?) superiores a 0,99 avaliadas

através das curvas analiticas preparadas em acetonitrila e nos extratos das matrizes.
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Para o estipe, todos os compostos apresentaram valores de recuperagao entre 70,0 a
120,0% e RSD =< 20% para os trés niveis de concentragdo. Na avaliagdo da precisdo
intermediaria os valores de recuperagao variaram de 86-113% e RSD inferiores a 6%, ficando
dentro da faixa de valores recomendados. Portanto, 0 método desenvolvido para o estipe é
satisfatério para a quantificagdo dos agrotéxicos avaliados neste estudo.

Para a agua-de-coco, os valores de recuperagao variaram entre 50,0% a 120,0% e RSD
<20%, sendo satisfatorio para os agrotoxicos selecionados, com excecao do tiofanato-metilico,
que apresentou resultados de recuperacdo fora dos valores aceitos, por conseguinte, ndo foi
possivel valida-lo. A avaliagdo da precisao intermediéria apresentou valores de recuperagao que
variaram de 65-117% e RSD inferior a 8%. Ainda para a agua-de-coco, 0s resultados de
recuperacgao para o carbendazim, nos niveis de 10,0; 20,0 e 50 pg kg™, foram de 59-66% e RSD
<4%, concordando com alguns guias de validagdo, como FAO?® e AOAC InternacionaP® que
consideram o intervalo de faixa aceitavel para a recuperacgao de 50-150% e RSD < 20%. Portanto,
os valores encontrados de precisdo e exatiddo podem ser considerados seguros para analise de
carbendazim em agua-de-coco. Ja para o albumen sélido os compostos apresentaram valores de
precisdo e exatidao satisfatérios, com recuperagéo entre 70,0-120,0% e RSD < 20% para os
analitos estudados, com excecao do espirodiclofeno. Na avaliacdo da precisao intermediaria os
valores de recuperagao variaram de 86,4-114,7% e o RSD inferiores a 8,4%, ficando dentro dos
valores recomendados.

A determinacdo desses residuos de agrotdxicos nas matrizes agua-de-coco e albumen,
mostraram diferengas significativas no comportamento do tiofanato-metilico, carbendazim e
espirodiclofeno. Isto pode ocorrer porque a eficiéncia de extracdo depende de caracteristicas
fisico-quimicas, tais como a viscosidade, e diferentes concentracdes de eletrolito, bem como o
pH das matrizes e a dissociag¢ao acida (pKa) dos agrotdxicos. A recuperacgao do tiofanato-metilico
na agua de coco ficou acima de 120%, e o carbendazim teve uma recuperacao inferior a 70%
nos niveis de fortificagdo em 10,0; 20,0 e 50,0 ug kg™, mas apresentou o0 RSD <4%. O tiofanato-
metilico e 0 seu metabdlito, o carbendazim, apresentam diferentes propriedades fisico-quimicas.

Por exemplo: as solubilidades do carbendazim e tiofanato-metilico em dgua sdo de 8 mg L' e 20
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mg L, respectivamente. O valor de pKa para tiofanato-metilico € de cerca de 7,3, enquanto para
o carbendazim € 4,2. Além disso, ambos 0s agrotdxicos nao sao significativamente ionizados em
solugdo. O pH formado no tampao de acetato no método QUEChERS pode ter influenciado a
estabilidade e ionizagao dos analitos, bem como o tipo de matriz, porque na agua-de-coco, 0
tiofanato-metilico e carbendazim tiveram resultados extremos de recuperacao para estes dois
agrotoxicos, o que nao ocorreu no alblimen?2'196:204206  J3 para o espirodiclofeno, néo foi possivel
extrai-lo do albumen. Apesar de alguns estudos sugerirem a solubilidade para o espirodiclofeno
com log Kow 5,83 em matrizes de gorduras''2%, indicando bioacumulacédo, ndo foi possivel
recupera-lo. Por outro lado, este analito mostrou bons resultados para a 4gua-de-coco e para o
estipe, como mostrada na Tabela 13. De acordo com Lehotay et al.?2%®, o método QUEChERS nao
€ adequeado para ser aplicada na extragao de agrotoxicos lipofilicos (log Kow> 3.0) em amostras
com alto teor de gordura. Isto pode justificar a dificuldade em extrair espirodiclofeno no albumen
que é altamente gorduroso e as boas recuperacdes obtidas na agua-de-coco e no estipe, em
que os teores de gordura sdo menores.

O efeito matriz foi calculado pelas inclinacbes das curvas analiticas que indicaram a
supressao e o aumento de sinal com diferentes resultados para todos os analitos nas matrizes'®
abordadas neste estudo. Para o estipe, os resultados variaram de -55% (supresséo de sinal forte)
a +36% (aumento de sinal médio). Para a maioria dos compostos houve a supressao de sinal, o
que € comum para matrizes complexas, como o estipe. Os resultados mostraram que é
recomendavel a construgao da curva analitica no estipe, pois os valores sofreram variacdo acima
de +20%. Para o albumen, os resultados variaram entre -13% (supressao de sinal leve) a +32%
(aumento de sinal médio), que foi abrandado com a diluicdo associada também ao processo de
clean-up, sendo também necesséario o preparo de solugdes analiticas no extrato do albumen
sélido para os agrotéxicos estudados. Por fim, detectou-se na dgua-de-coco uma supressao de
sinal leve para o ciproconazol e aumento de sinal médio para o espirodiclofeno. Apesar do efeito
matriz ser considerado baixo para a maioria dos agrotéxicos, com excegao do espirodiclofeno, é

necessario o preparo de solucdes analiticas no extrato da agua-de-coco.
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6.3 - Avaliacao de residuos de agrotoxicos na agua-de-coco e albumen solido de amostras
analisadas em Goianésia-GO, Nedpolis-SE e Campinas-SP

A fim de demonstrar a aplicabilidade dos métodos analiticos validados visando andlises
rotineiras, avaliaram-se residuos dos agrotéxicos estudados em 36 amostras de coco, sendo 18
de agua de coco e 18 de albumen de diferentes regides do Brasil: Goianésia-GO, Neo6polis-SE e
Campinas-SP. A Figura 79 apresenta os cromatogramas para: (A) o extrato de agua-de-coco
fortificado com 50 pg mL™" da solucéo padrao dos agrotdxicos e o cromatograma de uma amostra
real de agua-de-coco de Nedpolis-SE; (B) extrato de albumen sélido forticados com a solugéao
padrdo dos agrotéxicos numa concentragdo de 50 pg mL", seguidos do cromatograma da
amostra real de albumen soélido originaria também de Neopolis-SE, sendo do mesmo fruto do
cromatograma (A).

A)
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Continuagao

B)

Figura 79. Identificacdo dos compostos: (1) Carbendazim. (2) Tiametoxam. (3) Tiabendazol. (4) Imidacloprido. (5) 3-
OH-carbofurano. (6) Tiofanato-metilico. (7) Carbofurano. (8) Ciproconazol (isébmero). (9) Difenoconazol. (10)
Espirodiclofeno. (A) cromatogramas obtidos por extragédo por QUEChERS modificado e analise por UHPLC-MS/MS
para a agua-de-coco. (B) cromatogramas obtidos por extragdo por QUEChERS modificado e analise por UHPLC-
MS/MS referentes ao albumen sélido.

Nas andlises das amostras oriundas de Nedpolis-SE, um dos maiores produtores do
Nordeste, foram detectados agrotoxicos como: carbendazim, tiabendazol, carbofurano,
ciproconazol e difenoconazol nas amostras de agua-de-coco e albumen. Esses resultados sdo
justificaveis, uma vez que os agricultores de Neopolis-SE, ao enviarem as amostras para
analises, afirmaram fazer constantes pulverizacées utilizando esses agrotoxicos. Ja nas demais
amostras analisadas, Goianésia-GO e Campinas-SP, foram detectadas em ambas as matrizes
o carbofurano. No entanto, em todas as amostras os niveis estdo abaixo do LMR estabelecido
pela EU (<10 pg kg™'). Em nenhuma amostra foi possivel quantificar os agrotéxicos por estarem
abaixo do limite de quantificagdo do método. Estas analises, asseguraram a qualidade dos frutos

consumidos nessas trés regides brasileiras.
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Capitulo 7

Aplicacdo dos métodos de analise em amostras coletadas
em estudo de campo da Sococo; comportamento dos
agrotoxicos através de um estudo da translocacao dos
mesmos aplicados em estipe do coqueiro (Cocos nucifera
Linn.) e anadlise de progresso espacial e temporal com
variaveis ambientais da regido em estudo.
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Os pesquisadores da Embrapa-Tabuleiros Costeiros auxiliaram na sele¢éo dos agrotoxicos
aplicados na cocoicultura para serem estudados neste trabalho. A aplicagdo dos agrotéxicos de
classes diferentes em mistura, como “coquetel”, facilitou o trabalho de campo no que se refere,
principalmente, ao numero de amostras coletadas, e no futuro, mostrar o uso da endoterapia em
estudos de eficiéncia agrondmica que contemplem diferentes agrotoxicos visando atingir alvos
fitossanitarios que estejam ocorrendo simultaneamente na planta.

Este estudo surgiu com o propésito de desenvolver métodos alternativos de aplicagao de
agrotoxicos e de obter novos conhecimentos sobre a translocacao de agrotdxicos aplicados por
métodos endoterapicos. A substituicdo dos métodos convencionais de aplicagcao de agrotdxicos,
como a pulverizacao, € importante para o setor da cocoicultura, pois em algumas situacoes, a
pulverizagdo ndo propicia um controle eficiente das doengas e pragas como: resinose (stem
bleeding), acaro da necrose, anel vermelho, broca que perfura o meristema apical (Eupalamides
cyparissias), coleobroca (Homalinotus depressus L.), murcha-de-fitomonas (Phytomonas sp.),
entre outras, que tem provocado perdas significativas na produgéo/produtividade, e em casos de

severidade, a eliminagéo de plantas.

7- Testes iniciais do tratamento endoterapico utilizando o mix

7.1 — Tratamento endoterapico de infusao

A Tabela 14 apresenta os resultados das concentracbes encontradas no tratamento
endoterapico de infusdo obtidos a partir de amostras coletadas 15 cm acima do ponto de infuséo
e analisadas 7 dias apos a aplicacdo. Esses resultados foram obtidos através da extracao por

QuEChERS modificado e analise por UHPLC-MS/MS.
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Tabela 14 — Resultados do tratamento endoterapico por infuséo.

Agrotoxicos Concentragao pg kg™
Tiametoxam 423
Tiofanato-metilico <LOQ
Carbofurano 63,4
Carbendazim <LOQ
Tiabendazol 41,7
Imidacloprido <LOQ
3-OH-carbofurano <LOQ
Ciproconazol <LOQ
Difenoconazol 40

Neste método de aplicagdo ndo foi possivel quantificar quatro agrotédxicos (tiofanato-
metilico, carbendazim, imidacloprido, 3-OH-carbofurano) por estarem abaixo do LOQ do método.
As concentracdes de agrotéxicos encontradas a esta altura e com este tempo de aplicacao foram
baixas, considerando a alta dose aplicada. Com esta técnica, foi verificado que os agrotoxicos
aplicados translocaram.

Contudo, a agulha do equipamento para tratamento endoterapico de infusao, fabricado na
Unicamp, nao era resistente ao impacto e a témpera foi inadequada. Este método de operagao
manual precisa ser otimizado, devido a rigidez do estipe, sendo necessaria inclusive a
mecanizagao deste equipamento para uma area de plantagdo abrangente.

As Figuras 80 a 83 apresentam os resultados ap6s o processo de infusao e de cicatrizagao

dos orificios, ocasionados com a introdug¢édo da agulha do equipamento.

] ‘..".'||"I"."..‘-. !
!

Figura 80 — Sequéncia fotografica do primeiro teste de infusionamento. (A) Equipamento de infusdo ja previamente
instalado no estipe do coqueiro; (B) realizagao da infusdo utilizando agua na seringa; (C) foto aproximada da abertura
causada pela agulha do equipamento de infusdo com a infusionamento de agua; (D) Cicatrizagao seis meses ap6s o

teste de infusao.
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Figura 81 — Resultados da cicatrizagdo 11 meses apds o teste de infusédo. (A) registro do fechamento do orificio
causado pela agulha do equipamento; (B) aproximagao do orificio feito no item A; (C) orificio feito no mesmo coqueiro,
em um ponto oposto ao item A.

Figura 82 — Resultados da cicatrizagao dos orificios ocasionados pela introdugéo da agulha do equipamento, 11
meses apos a infusdo com agua. No estipe (A a C) foram realizados cortes em formato V, com o auxilio de um facéao,
sequencialmente aprofundados, com intuito de visualizar a cicatrizagdo e a fechamento do orificio.

! \ 3 5 — g : Bk r'._-
Figura 83 - Resultados da cicatrizagao dos orificios de outro coqueiro ocasionados pela introdugdo da agulha do
equipamento, 11 meses apos a infusdo com agua. Nos estipes (A), (B) e (C) foram realizados cortes em formato V,
com o auxilio de um facédo, sequencialmente aprofundados, com intuito de visualizar a cicatrizagao e o fechamento da
abertura.
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Foram realizadas algumas tentativas de melhorar a condicao da agulha do equipamento de
infusdo, como: (1) diferentes diametros, (2) témpera utilizando um magarico por
aproximadamente 10 minutos, e sucessivo resfriamento em 6éleo mecanico, (3) témpera
utilizando uma mufla a 900°C por 1 hora e resfriamento imediato em 6leo mecéanico e, posterior
revenimento por 1 hora em banho de nitrogénio liquido.

A témpera com magarico nao foi suficiente para suportar o impacto do martelo do
equipamento, ocasionando empeno e quebra da agulha. Ja a témpera com a mufla apresentou
um resultado superior, e s6 nao foi adequada porque, erroneamente, a solda das pecas foi
realizada apds a témpera, tirando todo o efeito de témpera e revenimento. Isso justificou a quebra
das mesmas no exato ponto das soldas, com a diferenca que, durante o impacto do martelo no
estipe do coqueiro, as agulhas quebraram, mas ndo empenaram.

7.2- Tratamento endoterapico de injecao

A Tabela 15 mostra os resultados do primeiro tratamento endoterapico de injecéo obtidos a
partir das coletas das amostras 15 cm acima do ponto de inje¢do e 7 dias apds a aplicagao.
Esses resultados foram obtidos através da extracdo por QUEChERS modificado e analise por
UHPLC-MS/MS.

Tabela 15 — Resultados do primeiro teste do tratamento endoterapico por injecao

Agrotoxicos Concentracao ug kg™
Tiametoxan <LOQ
Tiofanato-metilico <LOQ
Carbofurano <LOQ
Carbendazim <LOQ
Tiabendazol <LOQ
3-OH-carbofurano <LOQ
Ciproconazol 66,5
Difenoconazol 191,7

Esse tratamento foi realizado no mesmo dia do teste de infusdo, sendo utilizada a mesma
concentracdo e calda de agrotéxicos que o empregado nos testes do tratamento endoterapico
por injegéo. Os resultados foram completamente diferentes dos agrotoxicos infusionados, dado

que, a maioria dos agrotdxicos encontrados no teste de injecao foi detectada em niveis muito
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abaixo de 40 pg kg' e, os Unicos agrotoxicos quantificados foram o difenoconazol e o
ciproconazol, sendo que eles foram encontrados em concentragdes superiores a 40 pg kg™.
Ambos os agrotéxicos sao sistémicos, justificando a translocacao acropetal dos mesmos.

As cicatrizes geradas por este método de aplicagao foram muito agressivas aos feixes
condutores de seiva e, uma vez rompidos pela furadeira, a capacidade de cicatrizacao foi
reduzida e ndo houve o fechamento das aberturas. A Figura 84 apresenta alguns furos

realizados e a abertura do estipe do coqueiro com o auxilio de um facéo, em formato V, para

visualizar a cicatrizacao.

Esses resultados mostraram que a utilizagdo do equipamento de infusdo causou menos
danos ao coqueiro que o método de injegdo como mostram as Figuras 82 e 83. Com isso,
verificou-se que, a infusdo apresenta vantagens como: (a) menor agressividade ao estipe com a
introducdo dos agrotoxicos, sem a destruicdo dos vasos condutores de seiva, (b) cicatrizagao
branda do orificio de entrada da agulha do equipamento, com menor possiblidade de atragdo de
pragas/doencas, (¢) menor exposi¢ao do agricultor a calda durante a injecao de agrotéxicos, (d)
menor contaminagao ambiental. Apesar disso, € importante ressaltar que estes feixes atingidos

nunca cicatrizarao.
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7.3 — Tratamento endoterapico de injecao com adjuvantes

Nesta etapa, o tratamento de injecao foi reaplicado para verificar se a adi¢do de adjuvantes
a calda potencializaria a translocacao dos agrotéxicos.

A Tabela 16 apresenta os resultados das concentragdes obtidas através da extragdo por
QUEChERS modificado e analise por UHPLC-MS/MS encontradas no tratamento endoterapico
de injecao, a partir de amostras coletadas em pontos préximos ao ponto de aplicacao e a copa,
com 2 dias e 30 dias ap6s a aplicagao, utilizando seis tratamentos, sendo que, em cinco destes
foram adicionados diferentes adjuvantes.

Tabela 16 — Concentracdo dos agrotoxicos obtidas em diferentes alturas e tempos apés
aplicacao no estipe pelo método endoterapico de injecao.

Agrotéxico T Ponto préximo ao local de aplicagao Ponto préximo a copa do coqueiro
(ng kg™) (ng kg™)
2 dias em 45 cm 30 diasa15cm 2 dias 30 dias
Tiametoxam T1 555 (8) 477 (14) 128 (1) <40
T2 468 (9) 989 (20) 107 (4) 139 (3)
T3 878 (20) 817 (20) 185 (3) 69 (6)
T4 534 (20) 66 (5) 90 (5) <40
T5 292 (12) 521 (5) 79 (1) <40
T6 61 (5) 340 (20) <40 <40
Carbofurano T1 344 (10) 641 (20) 62 (3) 74 (8)
T2 356 (16) 570 (18) 108 (4) 51 (3)
T3 > 1000 787 (11) 112 (4) 86 (3)
T4 575 (9) 270 (12) 175 (7) 73 (20)
T5 > 1000 521 (5) 917 (20) <40
T6 381 (9) 398 (20) 99 (3) 196 (12)
Carbendazim T1 <40 555 (20) <40 50 (2)
T2 <40 998 (20) <40 220 (6)
T3 476 (14) >1000 <40 266 (15)
T4 139 (1) 254 (17) <40 135 (2)
T5 327 (19) 963 (20) <40 121 (3)
T6 <40 522 (20) <40 90 (3)
Tiabendazol T1 <40 537 (20) <40 57 (3)
T2 <40 1000 (20) <40 227 (17)
T3 429 (20) >1000 <40 277 (8)
T4 126 (7) 253 (10) <40 136 (4)
T5 277 (15) 949 (20) <40 118 (7)
T6 <40 529 (20) <40 89 (4)
Imidacloprido T1 268 (16) 278 (2) 61 (6) 55 (5)
T2 208 (13) 508 (20) 41 (3) 157 (19)
T3 549 (20) 692 (11) 101 (19) 132 (9)
T4 217 (4) 133 (10) 74 (8) 60 (20)
T5 218 (12) 436 (2) 77 (20) 123 (5)
T6 <40 235 (20) <40 65 (7)
3-OH-carbofurano  T1 <40 45 (10) <40 <40
T2 <40 <40 <40 <40
T3 52 (7) <40 <40 <40
T4 <40 <40 <40 <40
T5 222 (18) 40 (12) 50 (6) <40

6 <40 70 (5) <40 <40
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Continuagao

T1 132 (9) 139 (20) <40 47 (11)
T2 146 (6) 300 (14.5) <40 61 (2)
Ciproconazol T3 375 (15) 298 (9.1) <40 43 (4)
T4 169 (6) 113 (9) 47 (6) 51 (20)
T5 >1000 712 (20) 525 (20) 518 (11)
T6 382 (20) 565 (20) 58 (3) 362 (4)
Difenoconazol T1 <40 <40 <40 <40
T2 <40 <40 <40 <40
T3 <40 <40 <40 <40
T4 <40 <40 <40 <40
T5 437 (20) 355 (20) 141 (6) 273 (8)
T6 47 (3) 242 (20) <40 121 (4)
Espirodiclofeno T1 <40 <40 <40 <40
T2 <40 <40 <40 <40
T3 67 (6) <40 <40 <40
T4 <40 <40 <40 <40
T5 983 (19) 41 (20) 245 (20) <40
T6 128 (20) 123 (20) 92 (9) 40 (12)
T1 <40 <40 <40 <40
T2 <40 <40 <40 <40
Tiofanato-metilico I3 <40 <40 <40 <40
T4 <40 <40 <40 <40
T5 <40 <40 <40 <40
T6 <40 <40 <40 <40

() parénteses significa a estimativa do desvio padrdo. T = Tratamentos: T1 — mix (carbendazim, carbofurano, carbosulfano, ciproconazol,
difenoconazol, espirodiclofeno, imidacloprido, tiabendazol, tiametoxan and tiofanato-metilico; T2 — mix + sais; T3 — mix + acido citrico; T4 — mix
+ &cido citrico + sais; T5 — mix + Break-thru® + T6 — mix + Silwet-L77®. Os nimeros em negrito significam os melhores tratamentos.

7.3.1 Translocacao nos pontos mais proximos de aplicacao

As maiores concentragdes de agrotoxicos obtidas a partir de amostras coletadas em
diferentes alturas do estipe estavam nos pontos mais préximo da aplicacdo. Para avaliacao da
translocagéo 2 dias apds aplicagao foram coletas consideradas amostras na altura de 45 cm
acima do ponto de aplicacéo, porque abaixo deste ponto, as concentracbes estavam acima de
1000 ug kg™, concentragdo mais alta da curva analitica e ndo puderam ser quantificadas. Assim,
no ponto mais préximo da aplicacdo (15 cm), agrotéxicos como, carbofurano, carbendazim,
tiabendazol e ciproconazol em tratamentos com acidificacdo (T3) e organossilicone (T5), ndo
puderam ser quantificados, porque as concentragdes estavam acima de 1000 ug kg'. Para
agrotdxicos com log Kow 1-3 € com diferentes valores de pKa, notou-se que a translocagao foi
fortemente aumentada com a acidificacao do mix, assim como com a adi¢cao do organossilicone,
mostrando que a sistemacidade dos agrotdxicos pode ser substancialmente beneficiada na
planta, no fluxo do xilema. Além disso, esses adjuvantes podem auxiliar na solvatagcao durante o

movimento dos agrotoxicos na fase aquosa das células'08208,
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Em quase todos os tratamentos, com 30 dias apds a aplicagcao, ainda obtiveram-se altas
concentragdes no ponto mais préximo da aplicagdo (15 cm). Por outro lado, muitos tratamentos
nao foram satisfatorios para a translocacdao dos agrotdxicos e apresentaram concentracdes
abaixo de 40 ug kg e também n&o puderam ser quantificados, por estarem em concentragéo
abaixo do LOQ do método. Em geral, os resultados mostraram que 48% dos seis tratamentos
aumentaram as concentragdes entre os intervalos de 2 dias e 30 dias nos pontos mais proximos
da aplicagdo, 28% reduziram as concentracdes e, 24% dos tratamentos permaneceram
inalterados, com a mesma concentracdo ou proxima em 30 dias ap6s a aplicacdo dos

agrotoxicos.

7.3.2 - Translocacdo no ponto mais proximo da copa do coqueiro

Muitos agrotoxicos podem translocar rapidamente em troncos''® e, neste trabalho, todos
os agrotdxicos foram encontrados no ponto mais préximo da copa, 2 dias apds a aplicagao,
exceto o carbendazim e o tiabendazol, que n&do puderam ser quantificados em nenhum
tratamento. Contudo, 30 dias ap6s a aplicacdo, esses dois agrotdxicos apresentaram elevadas
concentragdes em todos os tratamentos. O carbendazim e o tiabendazol sdo fungicidas que tém
estruturas quimicas semelhantes, pertencente ao mesmo grupo quimico (benzimidazéis), uma
dissociagdo com um pKz; maior do que 4 e um log Kow <3, classificados como compostos mais
polares e menos lipofilicos. Logo, tiveram o mesmo comportamento, com uma mobilidade mais
lenta que os outros agrotdxicos, mesmo utilizando diferentes adjuvantes. Apds 30 dias, a
acidificacdo da solugdo provou ser mais eficaz na translocacdo destes dois agrotoxicos,
apresentando maior concentragdo préximo a copa. A acidificacdo, a adicao de sais e 0s
tratamentos sem a adigdo de adjuvante podem ter induzido o retardo e a biodegradacédo do
espirodiclofeno e do difenoconazol, assim como, o ciproconazol pode ter uma sensibilidade em
meio acido. Para ciproconazol, difenoconazol e espirodiclofeno, a translocacdo foi
predominantemente potencializada usando os organossilicones mesmo 30 dias apds a
aplicacao. Apesar de serem compostos que apresentam diferentes pKa e classes (fungicidas e

inseticidas) com log Kow> 3, considerados compostos mais apolares e lipofilicos, com
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caracteristicas de bioacumulagdo elevada, eles tiveram uma translocagdo muito eficaz no
coqueiro2%,

Alguns estudos abordaram a absorcao e translocacao de imidacloprido radiomarcado em
plantas, os quais sugerem que, ao ser translocado, acumulam-se nas folhas®1573134209 Neste
estudo, 30 dias ap6s a aplicagéo, a translocacado do imidacloprido foi satisfatéria em todos os
tratamentos, destacando o T2 (mix + sais) e T3 (mix + &cido citrico), que também foram os dois
melhores tratamentos para o tiametoxam. Ambos sao inseticidas neonicotindides, com log Kow
<1, de alta polaridade. O carbofurano repetiu 0 mesmo comportamento do imidacloprido,
translocando com todos os adjuvantes. No entanto, em T5 (mix + Break-thru®), foram obtidas
altas concentracoes de carbofurano préximo a copa em 2 dias, mas nao foi encontrado ap6s 30
dias, até mesmo em outros pontos analisados em alturas inferiores. Existem duas hipéteses: (a)
foi rapidamente para as folhas; ou (b) degradou-se. Em contrapartida, no tratamento com o
organossilicone T6 (mix + Silwet-L77®), mostrou a maior concentragéo apés 30 dias da aplicagao.
Para Carvalho et al.,'s, agrotoxicos com log Kow ~ 1,8, como o carbofurano, tiveram translocagao
em matrizes como plantas aquatica e cevada. Neste estudo, atribuindo a fisiologia e a estrutura
do coqueiro, a eficiéncia de translocagao foi melhor para agrotéxicos com log Kow 0,57 até 3,09
e demonstraram grande capacidade de permeabilizacdo/mobilidade nos tecidos vegetais.
Finalmente, o tiofanato-metilico e 3-OH-carbofurano nao foram encontrados 30 dias ap6s a
aplicacdo. Estes compostos podem ter sofrido uma decomposicdo no estipe, devido a
sensibilidade ao pH da seiva, que pode ser expressa por hidrolise aquosa ou tempo de
degradacdo 50%, DTso 2°°. De acordo com a FAQ?%, o tiofanato-metilico é degradado em
carbendazim e derivados hidroxilados nas plantas.

Proximo a copa do coqueiro, as adi¢cdes dos adjuvantes representaram a potencializagao
da translocacao com acumulo e persisténcia de agrotdxicos no tecido vegetal, notado através da
concentracdo obtida das amostras de estipe. Os organossilicones foram 40% mais eficientes
para a maioria dos agrotoxicos, seguidos pela acidificagdo com um aumento da translocagao de
30% e pela adigdo de sais, sendo 22% mais eficientes quando comparadaos com a translocagao

sem adicao de adjuvantes.
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7.3.3 - Analise da agua-de-coco apos o tratamento endoterapico de injecao

Apos a coleta dos frutos discriminados no item 4.10.4, as amostras de agua-de-coco foram
submetidas as andlises por QUEChERS modificado e por UHPLC-MS/MS.

Os resultados dessas analises mostraram que nao foi detectada a presenca de agrotdxicos
em nenhum dos tratamentos em concentracées acima dos LOD do método. Esses resultados
mostraram a aplicagdo do método, e que os agrotdxicos ndo translocaram para a agua-de-coco
nos frutos do cacho 17. Frutos com esta maturidade ndo apresentam albumen soélido, por isso
nao foi possivel analisa-lo.

7.4 - Consideracoes durante a realizacao dos tratamentos endoterapicos de injecao e
infusao

Algumas observagbes foram presenciadas na execugdo deste tratamento e sé&o
importantes de serem reladas e discutidas:

# O equipamento Bite Infusion® exigiu muita habilidade, treino e forca do operador. A
idealidade para este tipo de técnica é que a aplicagao seja realizada pelo inicio da manha ou ao
final da tarde quando os estdmatos das folhas estdo abertos, a planta esteja transpirando,
permitindo assim, a melhor introducao da calda de agrotéxico. Durante a tarde, quando o sol
estava muito quente, foi necessaria muita forga e, por isso, a seringa de polietileno utilizada para
a introduzir os agrotdxicos quebrou algumas vezes, expondo o operador ao agrotdéxico. Também,
a aplicacao de liquido foi limitada, couberam no maximo 10 mL dentro da planta, devido a
dimensao da agulha. Além disso, solugbes de agrotdxicos com maior viscosidade tiveram que
ser diluidas.

# Segundo o dicionario Houass da Lingua Portuguesa?®'®, o termo infusao significa:

- Acao de infundir, de verter um liquido dentro de um vaso ou sobre algum objeto;

- Acao de introduzir, de fazer penetrar.

Os agrotéxicos aplicados no estipe do coqueiro utilizando este equipamento ndo entraram
no estipe por infusao (gravidade), como propde e sugere o trabalho de Montecchio'®, criador do
Bite Infusion®. Foi necesséaria muita forca (pressdo no émbolo da seringa) para que a calda de

agrotoxicos entrasse no estipe, por isso, para o caso especifico do coqueiro, 0 nhome correto
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deveria ser injecao, uma vez que a aplicagao foi por pressao e nao por gravidade. Contudo, para
diferenciar as técnicas foi mantido o nome designado pelo fabricante, infusdo, do inglés, infusion.
Além disso, é importante destacar que as borrachas que protegem as conexdes do equipamento
desgastaram com facilidade e foram trocadas varias vezes, devido ao forte impacto para adentrar
a agulha no estipe. Uma hipdtese é que o estipe de coqueiro ndo € tdo espesso/grosso em
didmetro comparadado com o de outras palmeiras, por exemplo, palmeira imperial (Roystonea
oleracea), por isso, verificou maior dificuldade para a entrada da solugéo. A sugestdo é que a
peca seja melhorada para ser usada na cocoicultura, a comecgar pela automatizacao.

Ainda, de acordo com Montecchio', dois fendmenos fisicos explicam a construgdo do
formato da lamina (agulha): (a) produz o “ efeito Venturi”, em que a velocidade do fluido no interior
de um ducto € substancial quando este liquido proferido de uma fonte externa transloca
ativamente para cima; (b) principio de Bernoulli, a pressdo da seiva diminui e a velocidade
aumenta (dinamica dos fluidos). Este fenébmeno ocorre quando a agulha é introduzida, as fibras
do estipe sao separadas o0 que ocasiona a compressado dos vasos, provocando o aumento na
velocidade da seiva, o que acelera a absorcao do liquido externo.

O tratamento endoterapico de injecdo € bem mais simples de ser executado e basta abrir
o estipe com uma furadeira e injetar os agrotdxicos com os volumes medidos na seringa de
polietileno. Como nao exige esforco para a introducao da calda de agrotoxicos é evidente que
cabe um volume maior da calda de agrotéxicos. O Unico cuidado que se deve ter durante a
aplicacao é que o orificio ndo esteja obstruido com serragem do estipe e que este seja fechado,
logo apds a aplicagdo, com tarugo de madeira para prevenir a entrada de agua e o
desenvolvimento de microorganismos.

Em relacdo aos adjuvantes, o Break-thru® foi escolhido para as proximas etapas porque
apresentou bons resultados, potencializando a translocagdo de todos os agrotdxicos
selecionados. O &cido citrico também apresentou bons resultados, contudo, foi retirado devido

ao seu alto custo.
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7.5 -Tratamentos endoterapicos de injecao e infusao empregando a mistura de
agrotéxicos (mix) + Break-thru®

Da lista de agrotéxicos selecionados no inicio deste trabalho foram retirados para este
teste, o carbofurano, agrotéxico proibido na maioria dos paises desenvolvidos, o tiofanato-
metilico e seu metabdlito, carbendazim, por serem agrotéxicos proibidos na citricultura e abolidos
em paises da Europa e os Estados Unidos.

Para facilitar a discussdo, os resultados da translocacdo dos agrotoxicos serao
apresentados através da média e do coeficiente de variagdo de trés plantas (triplicatas)
referentes ao mesmo tratamento e mesmo intervalo de tempo e altura (espago-temporal). Para
as aplicacoes referentes a estes tratamentos foi estabelecido o volume de 20 mL da solucéo por
planta, sendo 10 mL em pontos opostos na mesma altura do estipe. Enquanto o tratamento de
injecao foi mais simples e rapido, pois foi utilizada a furadeira para perfurar os orificios com a
introducdo de 20 mL por planta, no tratamento de infusdo houve alguns inconvenientes como:
dificuldade de introducao do mix pela agulha do equipamento e a diminuicao do volume sendo
aplicados 10 mL em apenas um unico orificio. Em fung¢ao disto, fez-se a diluicdo da calda de
agrotoxicos (mix) e aplicacdo das solugdes no estipe do coqueiro em apenas um orificio.

E importante destacar que os agrotdxicos comerciais possuem teores diferentes de
principio ativo. Por isso, os resultados de translocag¢ao para o mix de agrotoxicos foram discutidos
individualmente, para a infusao (i) e injecao (ii). Para a analise comparativa das diferencas nas
concentragdes encontradas nos dois tratamentos (i) e (i), o eixo das ordenadas para
concentragdes (y) foi ajustado em todos os graficos.

As Figuras 85 a 104 apontam as médias das concentracoes dos agrotéxicos (mix) obtidas
no estipe das trés plantas selecionadas para os intervalos de 2 dias, 15 dias, 30 dias e 45 dias
apods a execugao do tratamento endoterapico de infusao (i) e injegao (ii), com coletas de amostras
em 50 e 100 cm do ponto de aplicacdo. As discussdes foram baseadas em: (1) eficiéncia de
translocagéo que indica a concentragdo encontrada num determinado espago-tempo em relagéo
a concentracao inicial aplicada. (2) paridade de translocacdo o que indica que, quanto mais

proximo de 100%, mais proporcionais serao os resultados entre 50 e 100 cm.
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Os detalhamentos das concentragdes de cada planta analisada no Teste 3 estdo nas

Figuras S1 a S9, no anexo.
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7.4.1 - Resultados de translocacao para o tiametoxam

(i) Tratamento endoterapico de infusao

O perfil das amostras coletadas nas alturas de 50 e 100 cm mostraram que 0s
apices de eficiéncia de translocacao apresentaram concentragcdes bem préximas entre
2 e 15 dias. Os somatodrios destas duas coletas representaram 0,7%o (50 cm) e 0,3%o
(100 cm), aproximadamente, da solugéo de tiametoxam aplicada em 10 mL do mix. Ja
30 dias apos as aplicagdes, as concentragdes cairam drasticamente e a medida que
aproximou de 45 dias, as concentragdes foram apenas detectadas.

Considerando as concentragées encontradas em 50 e 100 cm, a paridade de
translocagéo para o tiametoxam préximo a copa dos coqueiros (100 cm) em 2 dias foram
de 45% e 37% em 15 dias. Desta forma, esses resultados mostraram que os melhores
resultados de translocagéo deste agrotoxico até a copa pelo método de infusdo foram

nos primeiros dias apds as aplicacdes.

. 50 [ ]50cm
(i) ' B 100 cm

45

2d 15d 30d 45d
Tiametoxam

Figura 85 — Concentracao do tiametoxam apds aplicacdo do mix de agrotdéxicos empregando o método
endoterapico de infusdo, em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicagdo (50 e 100 cm),
obtidos por extragcdo QUEChERS modificado e analise por UHPLC-MS/MS. As concentragdes abaixo de 40
ug L' foram apenas detectadas e acima de 1000 pg L' foram diluidas 5 vezes. A faixa de trabalho da curva
analitica foi de 40-1000 ug L' e esta sinalizada nos graficos por retas horizontais. A barra de erros indica a
estimativa do desvio padréo entre trés plantas.
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(i) Tratamento endoterapico de injecao

Os resultados mostraram que o apice da eficiéncia de translocagao, por este
método, a 50 cm acima do ponto de aplicagdo foram entre 2 e 15 dias. Assim, essas
duas concentragdes encontradas nestes dias e somadas corresponderam a 0,41%o da
concentracao total aplicada de tiametoxam junto ao mix. J& em amostras coletadas a
100 cm, as maiores concentracdes também foram obtidas ap6s 2 e 15 dias, equivalendo
a 0,25%o da solucao total aplicada. Assim, as concentragdes cairam drasticamente apés
45 dias para as alturas de 50 cm, sendo apenas detectado, e na altura de 100 cm foi
obtida concentragao de 45 ug kg™'.

Considerando as concentragées encontradas em 50 e 100 cm, a paridade de
translocagdo do tiametoxam proximo a copa do coqueiro (100 cm) partindo das
concentragdes encontradas em 50 cm foram de 46,5% para 2 dias e 82% apo6s 15 dias.
Esses resultados expressaram que a translocacao préxima a copa, usando este método
de aplicagao, foi satisfatéria até 15 dias apos as aplicagdes.

(i) 129 [ ]50cm
11 I 100cm

2d 15d 30d 45d
Tiametoxam

Figura 86 — Concentragdo do tiametoxam apds aplicagdo do mix de agrotéxicos empregando o método
endoterapico de inje¢cdo, em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicagdo (50 e 100 cm),
obtidos na extragao por QUEChERS modificado e andlise por UHPLC-MS/MS. As concentragbes abaixo de
40 ug L' foram apenas detectadas e acima de 1000 pg L' foram diluidas 5 vezes. A faixa de trabalho da
curva analitica foi de 40-1000 pg L' e esta sinalizada nos graficos por retas horizontais. A barra de erros
indica a estimativa do desvio padrao entre trés plantas.
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(iii) Comparacao dos tratamentos endoterapicos de infusao e injecao
Constatou-se, em ambos o0s métodos endoterapicos que, as maiores
concentragdes encontradas foram 2 e 15 dias apds as aplicagbes. Considerando as
concentracdes aplicadas em cada um dos tratamentos endoterapicos, notou-se que,
para os dois pontos de coleta de amostras, a cinética de translocagao foi mais favoravel
usando o tratamento de infusdo. Contudo, quanto a paridade de translocagao proximo
a copa dos coqueiros, os resultados mostraram que na infusdo, dois dias apés a
aplicagado obtiveram os maiores valores, e na injegao, 15 dias apds as aplicagbes foi

encontrado o dobro dos valores encontrados apés 2 dias de aplicagéo.

L__150cm |injecao
(i) 4o B 100 cm

11 - 750 cm  nfusio

B 100 cm

NN

15d 30d 45d
Tiametoxam

Figura 87 - Sobreposi¢cdo das concentragbes encontradas para o tiametoxam apoés aplicagdo do mix de
agrotdéxicos empregando os métodos endoterapicos de infusdo (area hachurada) e injecéo (area lisa).
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7.4.2 - Resultados de translocacao para o carbofurano

(i) Tratamento endoterapico de infusao

s

O carbofurano € um metabdlito do carbossulfano. O perfil de translocacao do
carbofurano encontrado a 50 e 100 cm foram diferentes. O é&pice da eficiéncia de
translocagédo, em termos de concentracao, para estes dois pontos de amostragem (50 e 100
cm) foram ap6s 2 dias. Para o ponto de coleta em 50 cm, 2 dias apds as aplicagdes, a
concentracao representou 0,55%o. de todo carbofurano aplicado. Ja para 15 e 30 dias apds
as aplicagdes, as concentragdes se mantiveram estaveis, diminuindo para 47 ug kg em 45
dias. Para as amostras coletadas em 100 cm, 15 dias apds a aplicagdo, a concentracao
praticamente se manteve, e somando-se a concentragdo de 2 dias contabilizou-se 0,33%o,
caindo sua concentracdo 30 dias depois, até que apds 45 dias ndo pode mais ser
quantificado.

Avaliando-se os resultados das amostras coletadas a 50 e 100 cm, a paridade de
translocagéo para o carbofurano foi de 61% para 2 dias, 154% para 15 dias e 40% para 30
dias. Assim, notou-se que 15 dias apos as infusdes, as concentracées a 100 cm estavam

maiores que as de 50 cm.

6] 50 om

100 cm

14 -

ug kg (x 10°)
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2d 15d 30d 45d
Carbofurano

Figura 88 — Concentracdo do carbofurano apds aplicacdo do mix de agrotoxicos empregando o método

endoterapico de infusdo, em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicagéo (50 e 100 cm), obtidos

na extragdo por QUEChERS modificado e analise por UHPLC-MS/MS. As concentragbes abaixo de 40 pg L™

foram apenas detectadas e acima de 1000 g L' foram diluidas 5 vezes. A faixa de trabalho da curva analitica
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foi de 40-1000 g L' e estéa sinalizada nos gréaficos por retas horizontais. A barra de erros indica a estimativa do
desvio padrao entre trés plantas.

(iii) Tratamento endoterapico de injecao

Os resultados de eficiéncia de translocacao para o carbofurano a 50 e 100 cm tiveram
um perfil parecido ao diminuirem a concentragao de 2 para 45 dias, sendo 2 dias, a maior
translocagdo para ambos os pontos de amostragem (50 e 100 cm), que somados
corresponderam a 0,52%o0 da concentragao de carbofurano aplicado. Ja as concentragbes
de 15 dias, 30 dias e 45 dias tiveram concentragbes bem préximas e puderam ser
quantificadas em todos os pontos de coletas.

Proximo a copa dos coqueiros, em amostras de 100 cm, partindo das concentragdes
encontradas em 50 cm, a paridade de translocacao para o carbofurano foi de 55% para 2
dias, 94% para 15 dias, 113% para 30 dias e 70% para 45 dias. Assim, os resultados
mostraram que 30 dias apds as aplicagdes, as concentragdes a 50 e 100 cm estavam mais

proximas.
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Figura 89 — Concentracdo do carbofurano apds aplicacdo do mix de agrotoxicos empregando o método
endoterapico de injecdo, em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicagéo (50 e 100 cm), obtidos
na extracdo por QUEChERS modificado e analise por UHPLC-MS/MS. As concentragbes abaixo de 40 pg L™
foram apenas detectadas e acima de 1000 g L' foram diluidas 5 vezes. A faixa de trabalho da curva analitica
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foi de 40-1000 g L' e estéa sinalizada nos gréaficos por retas horizontais. A barra de erros indica a estimativa do
desvio padrao entre trés plantas.

(iii) Comparacao dos tratamentos endoterapicos de infusao e injecao

Para os dois tratamentos, as maiores concentragdes foram encontradas 2 dias ap6s
as aplicagdes, sendo que a infusdo aprsentou uma cinética de translocagao um pouco maior
que a injegao, ja que foi aplicado uma menor concentragdo. J4 a menor diferenga entre as
concentracdes encontradas nos pontos 50 e 100 cm acima do ponto de aplicacéo foi com
15 dias para a infusdo e 30 dias para a injegcdo. Mesmo a 45 dias apds as aplicagdes foi

possivel quantificar/detectar o carbofurano no estipe.

(iii)
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Figura 90 - Sobreposicdo das concentragdes encontradas para o carbofurano apés aplicagdo do mix de
agrotdxicos empregando os métodos endoterapicos de infusédo (area hachurada) e injegéo (area lisa).
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7.4.3 - Resultados de translocacao para o tiabendazol

(i) Tratamento endoterapico de infusao

O tiabendazol é o agrotdxico do conjunto avaliado neste trabalho que possui maior
concentracdo de principio ativo. Contrariando as expectativas, o tiabendazol apresentou
baixa eficiéncia de translocacéo, sendo que para amostras coletadas a 50 cm, 15 e 30 dias
apos aplicagéo, representaram 0,18%o. do tiabendazol aplicado. No ponto de amostras de
100 cm em 30 dias e 45 dias, as concentracdes deste analito estavam abaixo do LOQ.

Considerando os resultados das amostras avaliadas em 50 e 100 cm, em termos de
paridade de translocagéo proximo a copa do coqueiro (100 cm), em 2 dias foram 95% e 18%
em 15 dias. Portanto, ao empregar o tratamento endoterapico de infusdo, as melhores

translocagdes para o tiabendazol foram obtidas nos primeiros dias ap6s as aplicagoes.
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Figura 91 - Concentragdo do tiabendazol apds aplicacdo do mix de agrotéxicos empregando o método
endoterapico de infusédo, em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicagcdo (50 e 100 cm), obtidos
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na extragdo por QUEChERS modificado e analise por UHPLC-MS/MS. As concentragées abaixo de 40 pg L™
foram apenas detectadas e acima de 1000 pg L' foram diluidas 5 vezes. A faixa de trabalho da curva analitica
foi de 40-1000 pg L' e esta sinalizada nos gréficos por retas horizontais. A barra de erros indica a estimativa do
desvio padrao entre trés plantas.

(i) Tratamento endoterapico de injecao

A translocacdao do tiabendazol na endoterapia de injecdo teve o mesmo
comportamento que no método endoterapico de infusdo, uma vez que a translocagao
maxima foi encontrada entre 15 e 30 dias apds a aplicagao a 50 cm, representando 0,11%e,
enquanto apds 15 dias para 100 cm, representou 0,05%. do tiabendazol aplicado. Além
disso, os resultados mostraram que as concentracées cairam drasticamente apés 45 dias,
sendo apenas detectadas.

Quanto a paridade de translocacgao, partindo de resultados de concentracdo a 50 e
100 cm foram 25% para 2 dias, 82% para 15 dias e 25% para 30 dias. Desta forma, mostrou
que com 15 dias houve uma menor diferenca de concentracao entre os resultados em 50 e

100 cm.
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Figura 92 — Concentracdo do tiabendazol apds aplicacdo do mix de agrotdéxicos empregando o método
endotergpico de injecdo, em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicagéo (50 e 100 cm), obtidos
na extragdo por QUEChERS modificado e andlise por UHPLC-MS/MS. As concentragbes abaixo de 40 ug L™
foram apenas detectadas e acima de 1000 pg L' foram diluidas 5 vezes. A faixa de trabalho da curva analitica
foi de 40-1000 g L e esta sinalizada nos gréaficos por retas horizontais. A barra de erros indica a estimativa do
desvio padrao entre trés plantas.



(iii) Comparacao dos tratamentos endoterapicos de infusao e injecao

As maiores concentracbes encontradas para o tiabendazol nos dois tratamentos
endoterapicos foram entre 2 a 30 dias ap6s as aplicagdes. Contudo, os resultados de cinética
de translocacgao relativos a concentragao aplicada em cada tratamento, utilizando a infuséo,
mostraram-se superiores a injecao. Ja quanto as médias dos resultados encontrados a 50 e
100 cm, a paridade de translocagéo foi alcangado ap6s 2 dias para infusao e 15 dias para a

injecao.
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Figura 93 - Sobreposicdo das concentragdes encontradas para o tiabendazol apds aplicagdo do mix de
agrotéxicos empregando os métodos endoterapicos de infusdo (area hachurada) e injegao (area lisa).
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7.4.4 - Resultados de translocacao do imidacloprido
(i) Tratamento endoterapico de infusao
A translocacao do imidacloprido teve o apice em 15 dias apés a aplicagao e, somando-
se 50 e 100 cm, representou 0,50%o da solucao de imidacloprido aplicado. As concentracdes
em 2 e 30 dias apos a aplicagdo estavam préximas, e com 45 dias foram apenas detectadas.
Considerando as concentragcdes encontradas em 50 e 100 cm, notou-se que os
maiores valores de paridade de translocagdo para o imidacloprido foram com 30 dias

representando 89%, 2 dias com 76% e 15 dias com 54%.
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Figura 94 — Concentragdo do imidacloprido apds aplicacdo do mix de agrotéxicos empregando o método
endoterapico de infusdo, em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicagéao (50 e 100 cm), obtidos na
extracdo por QUEChERS modificado e analise por UHPLC-MS/MS. As concentragdes abaixo de 40 pg L' foram
apenas detectadas e acima de 1000 pg L' foram diluidas 5 vezes. A faixa de trabalho da curva analitica foi de 40-
1000 pg L' e esta sinalizada nos graficos por retas horizontais. A barra de erros indica a estimativa do desvio
padréo entre trés plantas.
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(i) Tratamento endoterapico de injecao

A translocagao do imidacloprido no método de injecao foi maior em 15 dias e somados
os pontos 50 e 100 cm, representaram 0,23%. deste analito aplicado. Contudo, as
translocagbes de 2 a 30 dias mantiveram praticamente as mesmas concentragbes, e
somando-se todos os pontos de amostragens (50 e 100 cm), resultou em 0,63%.. As amostras
coletadas apds 45 dias (50 e 100 cm) ainda apresentavam concentragées acima de 100 pg
kg'.

Ja a paridade de translocacdo, considerando os resultados das concentracdes
encontradas a 50 e 100 cm para o imidacloprido, representaram 54% para 2 dias, 82% para

15 dias, 70% para 30 dias e 90% para 45 dias.

(ii)
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Figura 95 — Concentragdo do imidacloprido apés aplicagdo do mix de agrotéxicos empregando o método
endoterapico de injegdo, em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicagéo (50 e 100 cm), obtidos na
extracdo por QUEChERS modificado e analise por UHPLC-MS/MS. As concentragdes abaixo de 40 pg L' foram
apenas detectadas e acima de 1000 pg L' foram diluidas 5 vezes. A faixa de trabalho da curva analitica foi de 40-
1000 pug L' e esta sinalizada nos graficos por retas horizontais. A barra de erros indica a estimativa do desvio
padrdo entre trés plantas.
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(iii) Comparacao dos tratamentos endoterapicos de infusao e injecao

As duas modalidades de tratamentos apresentaram perfis de translocacado para o
imidacloprido completamente diferentes. Contudo, esperavam-se concentracées maiores, ja
que da lista de agrotoxicos comerciais selecionados, o imidacloprido € o segundo que possui
a maior concentracdo de principio ativo. Além disso, a literatura ja reportou alguns estudos
baseado em translocacao utilizando o imidacloprido, por isso, a expectativa era por melhores
resultados®. Notou-se que em ambos os casos, os apices das translocagdes foram com 15
dias e, considerando as concentracdes aplicadas em cada um dos dois tratamentos, a
eficiéncia de translocacao para a endoterapia de infusdo sobressaiu a injecao. Além disso, a
paridade de translocagéo para a infusao foi com 30 dias e a injegdo com 45 dias, mostrando
que entre as médias das concentragcdes nos pontos de 50 e 100 cm nos mesmos intervalos
de coleta foram diferentes, indicando que o produto teve uma translocagédo lenta,

permanecendo por mais tempo na planta.

(iii)
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Figura 96 - Sobreposicdo das concentragbes encontradas para o imidacloprido apds aplicagdo do mix de
agrotéxicos empregando os métodos endoterapicos de infusdo (area hachurada) e injegao (area lisa).
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7.4.5 - Resultados de translocacao do ciproconazol

(i) Tratamento endoterapico de infusao

As amostras coletadas a 100 cm néao tiveram concentragbes expressivas como em 50
cm. Logo, somando todas as concentragdes em 50 cm equivaleram a 2,7%o deste principio
ativo, sendo que, 15 dias apds as aplicagdes teve a melhor eficiéncia de translocacgao
correspondendo a 1,5%o do total calculado. Ja a 100 cm, o total de concentragéo encontrado
considerando a dose de ciproconazol aplicado foi de 1,2%o, sendo a eficiéncia de translocacgao,
com 30 dias, igual a 0,46%.. Ainda assim, 45 dias apds a aplicacdo do mix contendo o
ciproconazol, as concentragdes em amostras coletadas de 50 e 100 cm estiveram bem
proximas, sendo 78 e 58 ug kg, respectivamente.

Considerando as concentragées encontradas nos pontos de 50 e 100 cm acima do
ponto de aplicacao, a paridade de translocacao proximo a copa dos coqueiros foram de 58%

para 2 dias, 25% para 15 dias, 67% para 30 dias e 74% para 45 dias.
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Figura 97 — Concentracdo do ciproconazol apés aplicagdo do mix de agrotdxicos empregando o método
endoterapico de infusdo, em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicagéao (50 e 100 cm), obtidos na
extragdo por QUEChERS modificado e andlise por UHPLC-MS/MS. As concentragdes abaixo de 40 pg L' foram
apenas detectadas e acima de 1000 pg L' foram diluidas 5 vezes. A faixa de trabalho da curva analitica foi de 40-
1000 pg L' e esta sinalizada nos graficos por retas horizontais. A barra de erros indica a estimativa do desvio
padréo entre trés plantas.
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(i) Tratamento endoterapico de injecao

A translocacao do ciproconazol no método endoterapico de injecao teve resultados de
concentragoes diferentes do método de infusdo. A eficiéncia de translocagao das amostras
coletadas a 50 e 100 cm foi maior em 15 dias ap6s a aplicagdo. As somas das concentragdes
a 50 cm corresponderam a 2,87%o, € em 15 dias equivaleram a 1,3%o do total. J& a soma das
concentragcdoes em 100 cm foram de 2,07%0 € 15 dias correspondeu a 1,11%. da totalidade.
Ainda assim, 45 dias ap6s a aplicacao, as concentragdes nos pontos 50 e 100 cm estavam
acima de 400 pg kg™'.

Ja a paridade de translocagédo com 2 dias foi de 48%, 88% para 15 dias, 61% para 30

dias e 84% para 45 dias.

) 50

45 T [ ]50cm
I 100cm

35

2d 15d 30d 45d
Ciproconazol

Figura 98 — Concentracdo do ciproconazol apés aplicagdo do mix de agrotdoxicos empregando o método
endoterapico de injegdo, em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicagéo (50 e 100 cm), obtidos na
extragdo por QUEChERS modificado e andlise por UHPLC-MS/MS. As concentragdes abaixo de 40 pg L' foram
apenas detectadas e acima de 1000 pg L' foram diluidas 5 vezes. A faixa de trabalho da curva analitica foi de 40-
1000 pg L' e esta sinalizada nos graficos por retas horizontais. A barra de erros indica a estimativa do desvio
padréo entre trés plantas.
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(iii) Comparacao dos tratamentos endoterapicos de infusao e injecao

De todos os agrotéxicos usados neste trabalho, o ciproconazol é o que tem a menor
concentracao de principio ativo no produto comercial. Contudo, em relagdo aos outros
agrotoxicos, como o tiabendazol, por exemplo, que tem a maior concentragdo do principio
ativo desta selegéao, o ciproconazol teve um melhor desempenho de translocagdo. Em ambos
0s casos dos tratamentos endoterapicos, as eficiéncias de translocacao foram melhores entre
15 e 30 dias apds as aplicagoes. Ja a paridade de translocagao para a infusao foi significativa
apés 15 dias e para a injecdo, apos 30 dias, mostrando que a translocacédo para este

agrotdxico foi mais lenta, permanecendo mais tempo dentro da planta.

(iii)
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Figura 99 - Sobreposicdo das concentragdes encontradas para o ciproconazol ap6s aplicagdo do mix de
agrotéxicos empregando os métodos endoterapicos de infusdo (area hachurada) e injegcéo (area lisa).
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7.4.6- Resultados de translocacao do difenoconazol

(i) Tratamento endoterapico de infusao

A translocacao do difenoconazol apresentou perfis diferentes para 50 e 100 cm acima
do ponto de aplicagdo. Em 50 cm, os intervalos de 2 a 30 dias tiveram resultados préximos, e
juntos somaram 2,72%. do difenoconazol aplicado. Ja nas amostras de 100 cm, as
concentragoes apos 2 e 15 dias praticamente se mantiveram, correspondendo a 0,99%. da
concentracao de difenoconazol aplicado, caindo drasticamente com 30 e 45 dias, porém,
sendo quantificadas com 257 e 80 ug kg™, respectivamente.
Considerando os resultados encontrados a 50 e 100 cm, as paridades de translocacao
proximo a copa dos coqueiros foram de 62% para 2 dias, 54% para 15 dias, 22% para 30 dias
e 25% para 45 dias. Esses resultados mostraram que apos 2 dias houve uma maior eficiéncia

em relacdo aos demais.
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Figura 100 — Concentragdo do difenoconazol apds aplicacdo do mix de agrotéxicos empregando o método
endoterapico de infusdo, em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicagéo (50 e 100 cm), obtidos na
extragdo por QUEChERS modificado e andlise por UHPLC-MS/MS. As concentragdes abaixo de 40 pg L' foram
apenas detectadas e acima de 1000 pg L' foram diluidas 5 vezes. A faixa de trabalho da curva analitica foi de 40-
1000 pg L' e esta sinalizada nos graficos por retas horizontais. A barra de erros indica a estimativa do desvio
padréo entre trés plantas.
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(i) Tratamento endoterapico de injecao

O comportamento do difenoconazol utilizando o0 método endoterapico de injecao foi bem
diferente do método de infusdo. A maior eficiéncia de translocagao a 50 cm foi apds 2 dias e
correspondeu a 1,1%o deste analito aplicado junto aos demais agrotéxicos, da soma calculada
de 3,33%0. J& em 100 cm acima do ponto de aplicagéo, a maior eficiéncia de translocacgéo foi
apoés 15 dias, representando 1,7%o da solugéo aplicada. Em 45 dias apds as aplicagdes, as
concentragdes ainda estavam acima da faixa de trabalho com 3012 pg kg'a 50 cm e 1161
ug kg™'a 100 cm. A paridade de translocagéo para 2 dias foi de 47%, 15 dias com 89%, 30
dias com 34% e 45 dias com 39%. Esses resultados mostraram o bom desempenho de
translocagéao e persisténcia deste agrotdxico no estipe do coqueiro utilizando esta modalidade

de aplicagdo endoterapica.
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Figura 101 - Concentragdo do difenoconazol apés aplicagdo do mix de agrotdxicos empregando o método
endoterapico de injegdo, em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicagdo (50 e 100 cm), obtidos na
extragdo por QUEChERS modificado e andlise por UHPLC-MS/MS. As concentragdes abaixo de 40 ug L foram
apenas detectadas e acima de 1000 g L' foram diluidas 5 vezes. A faixa de trabalho da curva analitica foi de 40-
1000 pg L' e esta sinalizada nos gréficos por retas horizontais. A barra de erros indica a estimativa do desvio padrio
entre trés plantas.
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(iii) Comparacao dos tratamentos endoterapicos de infusao e injecao

O difenoconazol foi 0 agrotoxico que teve a melhor mobilidade/translocacao até a copa do
coqueiro (100 cm) com altas concentragdes, sobretudo, utilizando o método de injecdo. A
eficiéncia de translocacao para a infusao foi alcancada entre 2 a 30 dias e para a injecao perdurou
até os 45 dias. Ja a paridade de translocagao avaliados para a inje¢ao foi alcangado com 15 dias

e para a infusao foi com 2 dias.
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Figura 102 - Sobreposigdo das concentragbes encontradas para o difenoconazol apds aplicagdo do mix de
agrotéxicos empregando os métodos endoterapicos de infusdo (area hachurada) e injegao (area lisa).
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7.4.7- Resultados de translocacao do espirodiclofeno

(i) Tratamento endoterapico de infusao

O perfil de translocacao do espirodiclofeno ja era esperado, uma vez que este agrotéxico
nao é sistémico. Sendo assim, esses resultados reforgaram que a translocacao deste analito
pode ir até 30 dias apds a aplicacdo em pontos préximos a aplicacao, como a 50 cm.

Uma justificativa para o fato de ter sido encontrada concentracdes elevadas apés 30
dias de aplicacédo a 50 cm acima do ponto de aplicacéo e nao ter sido detectado/quantificado
apoés 15 dias, pode ser atribuida a irrigacao feita nas plantas em todos os tratamentos, ap6s
os 15 dias da aplicagédo, devido a um periodo de seca atipica na regido, o que deve ter

favorecido a translocacao do espirodiclofeno.
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Figura 103 — Concentracdo do espirodiclofeno apds aplicacdo do mix de agrotéxicos empregando o método
endoterapico de infusdo, em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicagédo (50 e 100 cm), obtidos na
extracdo por QUEChERS modificado e analise por UHPLC-MS/MS. As concentragdes abaixo de 40 pg L' foram
apenas detectadas e acima de 1000 pg L' foram diluidas 5 vezes. A faixa de trabalho da curva analitica foi de 40-
1000 pg L' e esta sinalizada nos graficos por retas horizontais. A barra de erros indica a estimativa do desvio
padrdo entre trés plantas.
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(i) Tratamento endoterapico de injecao

Assim como no método de infusdo, os resultados do espirodiclofeno eram esperados
por ser um agrotéxico nao sistémico, mostrando que a translocagao deste analito s6 pode ser
quantificada em 50 cm em 30 dias ap6s a aplicagdo, sendo apenas detectado em 100 cm.
Provavelmente, por ser um agrotéxico ndo sistémico, a acumulagao ficou préximo ao local da

aplicacao.

(ii)
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Figura 104 — Concentracdo do espirodiclofeno apds aplicacdo do mix de agrotéxicos empregando o método
endoterapico de injegdo, em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicagdo (50 e 100 cm), obtidos na
extragdo por QUEChERS modificado e andlise por UHPLC-MS/MS. As concentragdes abaixo de 40 pg L' foram
apenas detectadas e acima de 1000 pg L' foram diluidas 5 vezes. A faixa de trabalho da curva analitica foi de 40-
1000 pug L' e esta sinalizada nos graficos por retas horizontais. A barra de erros indica a estimativa do desvio
padrdo entre trés plantas.

7.5 - Discussao dos resultados obtidos nos tratamentos endoterapicos de injecao e
infusao utilizando a mistura de agrotéxicos (mix) + Break-thru®
7.5.1 -Infusédo

A deteccao e quantificagéo dos agrotéxicos com diferentes propriedades fisico-quimicas
e concentragcdes de principios ativos forneceram resultados com diferentes perfis de

translocagéo.
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O tiametoxam e o carbofurano tiveram os perfis de translocagao préximos, com maiores
concentragdes ja nos primeiros dias, e diminuicdo dessas concentragdes nos proximos
intervalos de coletas. Ja o tiabendazol, imidacloprido e ciproconazol também tiveram os perfis
semelhantes, com o aumento subito de concentracdo ap6s 15 dias. Por outro lado, o
espirodiclofeno e o difenoconazol tiveram perfis de translocacdo opostos e diferentes dos
demais agrotoxicos, sendo que o espirodiclofeno foi 0 que menos translocou por ser nao
sistémico e o difenoconazol o que teve maiores concentragbes e tempo de permanéncia
dentro da planta. O 3-OH-carbofurano, metabdlito do carbossulfano e carbofurano foram
apenas detectado nas amostras.

Assim, as maiores concentracdes e translocacbes dos agrotdxicos aplicados por
endoterapia de infusdo foram: difenoconazol > carbofurano > ciproconazol > imidacloprido >
tiametoxam > tiabendazol > espirodiclofeno. Estes resultados indicaram que utilizando esta
técnica de aplicacdo, todos os agrotdxicos testados tém capacidade de translocar. O
equipamento Bite Infusion mostrou potencial para ser utilizado, mas ainda necessita ser
aprimorado para a introducao de maiores volumes de agrotdxicos, uma vez que na
configuracao atual, o gasto de tempo e o esfor¢o do operador durante a aplicagcdo sao ainda
desvantagens deste equipamento.

7.5.2 - Injecao

Como o volume de solugdo injetado foi o dobro do tratamento de infusdo, as
concentragdes foram bem maiores, mas mesmo assim foi possivel verificar que a ordem
decrescente de translocagdes foi difenoconazol > ciproconazol > carbofurano > tiabendazol >
tiametoxam > imidacloprido e espirodiclofeno, respectivamente. Esta sequéncia foi

semelhante ao tratamento de infusao.
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7.6 — Translocacao de agrotoxicos utilizando os tratamentos endoterapicos de injecao
e infusao empregando o ciproconazol + Break-thru®

Em paralelo a este projeto, os pesquisadores da Embrapa-Tabuleiros Costeiros
selecionaram o ciproconazol para ser avaliado isoladamente dos demais agrotéxicos em um
estudo de aplicagdo endoterapica para controle de pragas e doengas no coqueiro. Os
resultados mostraram que os tratamentos utilizando este agrotéxico reduziram o nivel de
infeccdo de pragas e doengas caulinares e foliares nos coqueiros. Por estas razbes, o
ciproconazol foi escolhido para ser avaliado individualmente.

No tratamento com o ciproconazol, apesar do volume utilizado nos dois tratamentos
(infusdo e injecao) serem diferentes, ambos estavam sob a mesma concentragéo.

A Figura 105 aponta as médias das concentragcdes do ciproconazol nas trés plantas
selecionadas para intervalos de 2 dias, 15 dias, 30 dias e 45 dias apds a execugado do
tratamento endoterapico de infusao (i) e injecao (ii), partindo de amostras coletadas a 50 e
100 cm do ponto de aplicacdo. A Figura 106 mostra a sobreposicdao dos tratamentos
endoterapicos e foram calculadas as eficiéncias de translocacdo e as paridades de
translocacédo. Os detalhamentos das concentracées de cada planta analisada neste Teste

encontram-se nas Figuras S1 a S9 em anexo.
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Figura 105 — Concentragdo do ciproconazol apds aplicagdo deste agrotoxico empregando os métodos
endoterapicos de infuséo (i) e injegao (ii), em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicagédo (50 e 100
cm), obtidos na extragdo por QUEChERS modificado e andlise por UHPLC-MS/MS. As concentra¢des acima de
1000 pg L estdo sinalizadas nos graficos por uma reta na horizonta. A faixa de trabalho compreendida foi de 40-
1000 pg L. A barra de erros indica a estimativa do desvio padrao entre trés plantas.

Notou-se que os dois métodos de aplicacao endoterapica possibilitaram a translocagao
do agrotéxico. Contudo, o método de infusdo resultou em concentragdes superiores ao
método de injecdo em determinadas alturas (2 e 15 dias), mesmo aplicando a metade do

volume (10 mL) que a utilizada no método de injegao (20 mL).
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Figura 106 - Sobreposi¢ao das concentragdes encontradas para o ciproconazol apds aplicagdo empregando os
métodos endoterapicos de inje¢ao (area hachurada) e infuséo (area lisa).

Considerando a mesma concentracao, foi possivel sobrepor os graficos de barras dos
métodos endoterapicos para que os resultados pudessem ser comparados. Observou-se que
no método de infusdo houve uma menor variagao nas concentragdes e a translocacao deste
agrotoxico entre as plantas. No entanto, no método endoterapico de injecao, nos intervalos
de 30 e 45 dias ap06s a aplicacao, a concentragao encontrada foi quase o dobro do método de
infusao.

Estes resultados sugerem duas possiveis avaliagdes:

% O tratamento de infusdo pode ser um método com respostas de translocacao
mais rapidas, dado a pressao exercida no émbolo da seringa e pelo fato da agulha do
equipamento permanecer dentro do estipe, é possivel fazer o infusionamento de todo o
liquido. Os resultados mostraram que os apices da translocagao ocorreram apos 2 e 15 dias,

e que 30 e 45 dias apds a aplicagdo a concentragdo estava acima de 1000 pg kg™,
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demonstrando que ainda havia agrotéxico translocando até a copa dos coqueiros. Além disso,

foi utilizada a metade do volume do tratamento de injecdo. Logo, se o interesse/problema do

produtor for a obtencao de respostas mais rapidas no controle de alguma doencga ou praga

para evitar a infestacdo numa area, este pode ser o tratamento mais indicado. Ainda é

importante destacar uma concentragdo média de 15000 pg kg™ apods 15 dias de aplicagdes.

A eficiéncia de translocagdo em 50 cm foi de 0,62%0 e em 100 cm foi de 0,41%o. Os equilibrios

de translocacgao foram de 49% para 2 dias, 92% para 15 dias, 102% para 30 dias e 146% para

45 dias. Notou-se que as concentracdes a partir de 30 dias ficaram acima de 100%, isso

sugere que a translocacdo estava ocorrendo até a copa, e que dentro de mais alguns dias

nao seria possivel detectar/quantificar o ciproconazol em 50 cm.

2 Caso o interesse/problema do produtor seja por um tratamento com menos implicagao
ao meio ambiente e a saude do homem, pode-se utilizar um método mais simples como o
tratamento endoterapico de injecdo. A translocacdao do ciproconazol neste teste foi mais
demorada que no método de infus@o e teve um efeito duradouro, com uma concentra¢ao
acima de 2700 ug kg™ na copa do coqueiro 45 dias apos a aplicagdo. Entretanto, foi utilizado
0 dobro do volume usado no método de infusao, a maior concentragao média foi < 6500 pg
kg, 15 dias apds as aplicagoes.

A eficiéncia de translocacao, considerando a dose aplicada para o ciproconazol
utilizando o tratamento de inje¢gdo em 50 cm, foi de 0,20%o € 0,16%. para 100 cm. Além disso,
os equilibrios de translocacao foram de 56% para 2 dias, 88% para 15 dias, 79% para 30 dias

e 89% para 45 dias.

Alguns dos cromatogramas referentes a essas analises estdo em anexos.

7.7 - Analises dos frutos (agua-de-coco e albumen sélido) do cacho 19 e cacho de coco
seco apos as aplicacoes endoterapicas com intervalos de 45 a 120 dias

Em todos os tratamentos endoterapicos, a agua-de-coco e albumen soélido foram
analisadas separadamente, sendo trés plantas para cada tratamento endoterapico (infusao e
injecao) com intervalos de coleta que variaram de 45 a 120 dias. Estes intervalos foram

selecionados porque no Teste 2, com 2 dias e 30 dias ap6s as aplicacbes, nao foram
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detectados/quantificados nenhum agrotoxico no tratamento de injecdo. Por estas razoes,
optou-se por estender os intervalos de coleta dos frutos. Contudo, em todos os intervalos
estudados, em frutos do cacho 19 e cacho de coco seco, nao foi detectada a presenca de
nenhum agrotéxico, mesmo nos testes utilizando o ciproconazol, no qual, na endoterapia de
injecdo, foi aplicado uma dosagem de 20 mL deste analito, sem diluicdo. Alguns dos
cromatogramas referentes a essas andlises encontram-se na nas Figuras S13 a S16, no
anexo.
Os resultados encontrados neste trabalho permitem fazer algumas consideragoes:

(a) O coqueiro € todo vascularizado e os feixes se comunicam uns com outros,
diluindo as concentragdes, dispersando o agrotoxico aplicado;

(b) Os agrotdxicos nao chegaram até os frutos. De acordo com Roth'®, a seiva
elaborada penetra na semente, nutre o embrido em desenvolvimento e abastece a cavidade
ou saco embrionario com o endosperma através do poro funcional. Como o endocarpo
consiste de tecido esclerificado, feixes fibrosos néo vasculares e bainha fibrosa de feixes
vasculares, a probabilidade de penetrar/translocar agrotéxicos até a cavidade pode ser
pequena. Além disso, os taninos, compostos fendlicos presentes no tegumento, podem atuar
como barreira fisica.

(c) Em frutos dos cachos 19 e coco seco nao foram detectados residuos de
nenhum agrotdxico nas amostras coletadas 120 dias apds as aplicagdes. Durante a aplicacéo
dos tratamentos endoterapicos, os cachos de onde os frutos foram coletados para as analises
eram mais jovens. Por exemplo, frutos do cacho 19 colhidos aos 45 dias estavam no cacho
17 durante a aplicagao dos agrotéxicos, os colhidos aos 90 dias estavam no cacho 15, e os
colhidos aos 120 dias estavam no cacho 14. Ja os do cacho de coco seco, colhidos com 45
dias, estavam no cacho 20 durante a aplicagcdo dos agrotdxicos, os colhidos aos 90 dias
estavam no cacho 18 e os colhidos aos 120 dias estavam no cacho 17. Sabe-se que a agua-
de-coco (albumen liquido, tecido endospermatico) comeca a acumular 30 dias apés a

fecundacdo e atinge um volume méaximo aos 180 dias (6 meses)', ou seja, até
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aproximadamente o cacho 19. Apos esse periodo, a formacdo da agua-de-coco é
interrompida ja que houve o preenchimento do saco embrionario, quando se inicia a formagao
do albumen soélido. Embora tendo cessado o movimento da agua para o interior do fruto,
achou-se conveniente analisar também, a agua dos frutos do coco seco aos 45 dias (cacho
20) apos a aplicacao.

(d) Por fim, a endoterapia pode ser eficiente para controle de doengas/pragas: (i)
caulinares, em experimentos baseados nos estudos de translocagéo e confirmados com as
analises, e (ii) foliares, onde a avaliacao da eficiéncia do produto pode ser feita por meio de
inspecbes visuais e dos sintomas, ou confirmada por meio de andlises quimicas que
comprovem que o produto esta translocando na planta. A aplicacdo endoterapica de injecao
preconiza que o produto precisa translocar do ponto da aplicagéo no estipe até as folhas da

planta. Contudo, a endoterapia pode nao ser satisfatéria para doencas/pragas nos frutos.

7.8 — Discussoes gerais dos resultados obtidos nos tratamentos endoterapicos de
injecao e infusao

As translocacbes dos agrotéxicos aplicados no estipe de coqueiro de cada planta
partiram das concentragdes citadas nas Tabelas 10 e 11. As concentra¢des encontradas nas
andlises corresponderam as amostras coletadas num instante do dia referente aquele
intervalo espaco-temporal. E importante destacar que a translocagéo ocorre diariamente e s6
é interrompida quando o sol esta muito quente e os estématos das folhas se fecham numa
estratégia de evitar que a planta perca muita agua. A translocacao-transpiracao depende de
condigbes climaticas e geograficas, ademais, inevitavelmente, cada planta tem um perfil de
translocacgéao diferente de outra. Por isso, foram selecionadas trés plantas para cada intervalo
de coletas e que, a variabilidade existente entre as plantas pudesse ser melhor avaliada e os
erros experimentais reduzidos.

O pH da seiva no estipe é outro fator ligado a movimentag¢ao dos agrotéxicos no interior
da planta. Utilizando fitas para determinacao de pH, entre as alturas intermediaria e préximo

a copa foi possivel determinar que quanto mais proximo da copa, mais acida é a seiva, com
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um pH préximo a 5. Estes resultados podem auxiliar na compreensdo das diferengas
encontradas nos equilibrios de translocagao.

Os resultados dos perfis de translocagdo nos dois métodos de aplicacdo foram
diferentes. Esta diferenga pode ser justificada principalmente pela presséo exercida durante
as aplicagbes. Considerando as concentra¢cdes dos agrotoxicos nas duas técnicas, as
discrepancias de resultados podem ser atribuidas a: (a) desproporgao de volume aplicado no
tratamento de infusédo, devido a limitagdo do equipamento, sendo que no tratamento de
injecao utiliza-se o dobro do volume aplicado; (b) as diferentes concentragdes de principios
ativos dos agrotéxicos presentes nas solugbes comerciais. Nao foi uma regra, mas se notou
que na maioria dos casos (infusdo e injecdo) quanto maior a concentracao do agrotéxico
translocado, maiores foram as dispersdes entre as médias dos resultados.

Este estudo proporcionou uma visao ampla quanto a interacao planta e agrotéxicos, ja
que, os agrotoxicos podem ser tidos como marcadores/tracadores. A translocacao dos
agrotoxicos esta diretamente relacionada com o clima, o solo, as propriedades fisico-quimicas
dos agrotoxicos, a condicao da planta, entre outros. Quanto maior a temperatura do dia, maior
a transpiracédo da planta, e consequentemente, maior a translocagéo. Por isso, a sugestao
para quando for utilizar a endoterapia, como método de aplicacao de agrotdxicos, é que a
aplicacdo seja realizada em estagbes quentes. Para Zhang et al.?'', a absor¢édo e a
distribuicao sao dependentes das propriedades fisico-quimicas dos agrotéxicos, bem como
das caracteristicas do cultivo das espécies das plantas e da fisiologia, incluindo importantes
propriedades como enzimas, lipideos e taxas de transpiracdo. Adicionalmente, Pereira et
al.>'? afirmaram que a acumulagdo e o transporte de agrotdxicos sdo controlados pela
polaridade, afinidade para tecidos gordurosos (log Kow) € solubilidade em agua.

A translocacao xilematica, partindo da raiz até as folhas, depende da lipofilicidade do
produto, bem como da translocagao floematica que faz o caminho inverso, das folhas as
raizes. Assim, agrotéxicos lipofilicos (alto Kow, apolar, log > 3) sdo capazes de penetrar

facilmente nas cuticulas por difusdo em taxas mais altas que os agrotéxicos hidrofilicos. Os
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agrotdxicos lipofilicos atacam fortemente os lipideos, apresentando grande potencial de
bioacumulagdo em tecidos gordurosos, como alguns tecidos de plantas''. Nas duas técnicas
utilizadas, os trés agrotdéxicos com maiores translocacbes e concentragées foram o
difenoconazol, ciproconazol e carbofurano, que apresentam um K,w de 4,36; 3,09; 1,8,
respectivamente. Outras caracteristicas relevantes desses trés agrotéxicos € que eles
apresentam polaridades que variam de moderadamente polar a apolar e possuem capacidade
de bioacumulagao versétil. Neste caso, o Kow N@0 especificou/determinou nenhum paréametro.
Este fato torna-se curioso, porque o tiabendazol tem um Kow maior que o carbofurano.
Contudo, independente desta propriedade, a literatura reporta inUmeros estudos sobre a
translocacéo, persisténcia e acumulagcdo do carbofurano em diversas matrizes, como
tomateiros?'®, arroz paddy, amendoim e algodao?'4. Para os demais agrotdxicos como o
tiametoxam, tiabendazol, imidacloprido e espirodiclofeno ha uma variabilidade e inconstancia
nas concentracdes quando se compara os resultados de eficiéncia de translocacao dos dois
tratamentos endoterapicos.

De uma forma geral, todos os agrotoxicos aplicados translocaram e chegaram até a
copa do coqueiro utilizando os dois tratamentos endoterapicos. E importante enfatizar que os
agrotoxicos quantificados/detectados foram referentes a translocacao nos feixes no exato
momento da coleta, e que durante as extracées das amostras, os agrotoxicos impulsionados
pela seiva durante o equilibrio de translocacao-transpiragéo foram interrompidos, posto que,
tais feixes vasculares condutores de seivas funcionam como “ductos hidraulicos”. Por isso, as
plantas que sofreram com o rompimento dos feixes ndo foram reutilizadas nas coletas
seguintes, e os coqueiros utilizados para a coleta dos frutos foram tratados apenas para esta
finalidade.

Em termos de persisténcia, com exceg¢do do espirodiclofeno e do 3-OH-carbofurano
(metabdlito do carbossulfano e carbofurano) que s6 foi detectado, todos os demais
agrotoxicos puderam ser quantificados ou detectados no estipe do coqueiro, mesmo 45 dias

apoés a aplicacao, usando as duas técnicas endoterapicas.
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De uma forma geral, somando-se todas as concentra¢des encontradas em 50 e 100 cm
para cada agrotéxico com intervalos de 2 a 45 dias apo6s as aplicagoes, foi possivel estimar
as paridades de translocagao até a copa do coqueiro utilizando a endoterapia de infusédo para
0s seguintes analitos: tiametoxam (28%), carbofurano (43%), tiabendazol (22%),
imidacloprido (40%), ciproconazol (30%), difenoconazol (29%) e espirodiclofeno (9%). Ja para
a endoterapia de injecdo, os resultados foram: tiametoxam (40%), carbofurano (45%),
tiabendazol (32%), imidacloprido (42%), ciproconazol (43%), difenoconazol (35%) e
espirodiclofeno (15%). Para o ciproconazol, a porcentagem de paridade de translocacdo
utilizando a endoterapia de infusao foi de 67% e para a endoterapia de injecéo foi de 79%.
Esses resultados sdo consistentes, pois na injecao foi usado um maior volume de calda de
agrotoxicos que na infusdo, por isso, os valores maiores de porcentagens nesse método de
aplicacao.

Alguns dos cromatogramas referentes a essas analises encontram-se nas Figuras S10

a S16 na parte em anexos.
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Capitulo 8
CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos permitiram contextualiza-los com outras areas do conhecimento,
como a botanica, a quimica e a agronomia, e foram trazidas a esta discussao, tornando-as
fundamentais para o enriquecimento e multidisciplinaridade deste trabalho.

Os experimentos utilizando os tragadores para estudos qualitativos iniciais de
translocagcdo mostraram que o coqueiro € totalmente vascularizado e os feixes podem se
comunicar em toda a sua extensao. Os resultados com a rodamina B foram mais evidentes
que os com o azul brilhante FCF, ja que a coloragdo da rodamina B foi mais facil de ser
visualizada, facilitando a contagem dos feixes corados/tracados. A translocacao do tracador
foi lenta e dependeu de importantes variaveis, como: a) estagio de saude da planta; b) volume
de irrigacdo; c) forma de aplicacéo, volume e tempo de injecdo do tragador e d) condicoes
climaticas e estacao do ano. Os experimentos via raiz nao foram eficientes para os estudos
de translocagéao, pois observou que com este método seria necessaria a reposi¢cao continua
de tracador, além do risco de contaminar o solo, caso houvesse qualquer descuido do
operador. Esses resultados de campo contribuiram para o conhecimento do processo de
translocacdo dos tracados e forneceram subsidios para as técnicas de aplicacdo de
agrotoxicos.

O estudo de dissecacdo do coqueiro permitiu compreender a anatomia vascular do
estipe e suas respectivas distribuicdes de feixes. Estas avaliagdes foram importantes devido
a poucas informacgdes na literatura para a elaboragédo de estratégias a serem adotadas nas
coletas das amostras, para a compreensao de como sédo formados os feixes vasculares e
suas distribuicbes no estipe, além do aprimoramento dos tratamentos endoterapicos voltado
as necessidades do coqueiro.

A filotaxia que aborda a sequéncia de Fibonacci demonstrou que nao ha translocagao
sem transpiracao. As folhas formam uma simetria e um padréo de 5 espirais e ao avaliar

quaisquer duas folhas consecutivas do coqueiro, verifica-se que ha entre elas um angulo de
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aproximadamente 137,5°, sendo que este fendmeno é conhecido como a sequéncia de
Fibonacci. Nestas proporgdes, as folhas ndo se sobrepdem, facilitando a exposicéo solar, a
sustentacao dos cachos e, consequentemente, propiciando uma maior superficie de contato
para estimular a evaporacao e transpiragao da seiva pelo processo da fotossintese, principio
para a sua sobrevivéncia. Assim, a translocacdo dos agrotdxicos esta diretamente ligada a
transpiracdo proporcionada no arranjo de espirais das folhas.

E importante enfatizar a extensa aplicagéo de agrotéxicos na cocoicultura para controle
das doencas e pragas. Os métodos para determinacdo dos agrotéxicos propostos neste
trabalho para o estipe e frutos (dgua-de-coco e albumen sélido) foram desenvolvidos,
validados e aplicados, mostrando a capacidade de deteccao/quantificacao. Pelos resultados,
concluiu que o método QUEChERS acetato modificado para a determinagcao de agrotoxicos
em UHPLC-MS/MS, no estudo de translocacao acropetal e avaliagdo dos frutos consumidos
pode ser aplicado em analises de rotina, por atender as legislacbes e os parametros
requeridos de validagdo de métodos cromatograficos.

Para o estipe, o método QUEChERS acetato modificado foi satisfatério para a extracao
de 10 dos 11 agrotdxicos avaliados. O mesmo método de extragdo foi empregado para
extracao dos agrotoxicos no albumen sélido e na agua-de-coco, com o diferencial na etapa
de particdo, na qual se congelou o sobrenadante por 5 min em gelo seco. Deste modo, foram
extraidos/analisados 9 dos 11 agrotéxicos avaliados para cada um dos dois métodos
desenvolvidos. Em todos os métodos, a extracao do carbossulfano ficou comprometida devido
a sua degradacao, possivelmente, devido o ajuste de pH ao adicionar o acido &cetico na
acetonitrila durante a etapa de extragdo do QUEChERS. No albumen sélido, nédo foi obtida
recuperacao satisfatéria para o espirodiclofeno. Na agua-de-coco, as recuperagdes do
tiofanato-metilico excederam os valores estabelecidos na literatura para os trés niveis de
fortificacdo e nao puderam ser validados. Também, nao foi obtido o valor de recuperacao
esperado para o carbendazim entre 70 e 120%, mas ainda assim, devido a complexidade da

agua-de-coco, os valores estiveram na faixa de 50 a 120% com RSD < 20%.
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Ao utilizar a técnica UHPLC-ESI-(+)-MS/MS foram obtidos valores de recuperagao para
todos os analitos entre 59-120% e precisdo (RSD) < 20%. Os demais parametros, como a
faixa linear, apresentaram valores de r> maiores de 0,99, a seletividade foi garantida, os limites
de quantificagéo e deteccédo foram de 0,003 e 0,010 mg kg 'para o albimen e a dgua de coco
e para o estipe 0,012 e 0,040 mg kg, respectivamente, atendendo a legislacédo brasileira
ANVISA, e para os agrotoxicos ainda ndo registrados na cocoicultura, concordaram com a
legislagédo da Unido Europeia.

Foram analisadas os residuos de agrotéxicos em 36 amostras de frutos colhidos, sendo
18 de 4gua-de-coco e 18 de albumen sélido de algumas regiées do Brasil, como Campinas-
SP, Nebpolis-SE e Goianésia-GO, e foram detectada a presenca de contaminagao por
carbendazim, tiabendazol, carbofurano, ciproconazol e difenoconazol. Contudo, em todas as
amostras analisadas, com base no LMR estabelecidos pela EU (< 10 pug kg™), os agrotoxicos
estavam abaixo do limite de quantificacao dos métodos. Notou-se que em frutos utilizando a
pulverizagdo, pode ocorrer a contaminag¢do dos mesmos. A hipotese € que nesta modalidade,
a aplicacao de agrotdxicos é realizada diretamente nos cachos/ramos florais/frutos, diferente
da endoterapia que depende da translocagédo do analito, em um sistema complexo de feixes
vasculares até chegar ao fruto.

Foram testados dois diferentes tratamentos endoterépicos: a injecdo e a infusdo. A
aplicacdo endoterapica tem a vantagem de superar a altura dos coqueiros € minimizar a
exposicao do contaminante ao meio ambiente e ao agricultor, principalmente em areas com
focos de doencas e pragas. Além de ter grande utilidade em regides com altas incidéncias de
chuva e/ou sol, protegendo assim o tratamento.

Os resultados do 1° Teste dos tratamentos de injecao e infusdo foram promissores,
apesar dos coqueiros estarem desnutridos, sem producdo e com os estipes brocados.
Constatou-se, nestes dois métodos de aplicacdo, que houve a translocacao dos agrotéxicos,
sendo detectados e/ou quantificados a 15 cm acima do ponto de aplicacdo. Durante a

aplicacao, observou-se que a réplica do equipamento de infusdo desenvolvido no IQ-Unicamp
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apresentou problemas de aplicagao, devido a instabilidade na agulha e a alta rigidez do estipe.
Porém, os resultados obtidos neste tipo de aplicagdo mostraram que os danos causados ao
coqueiro foram menos agressivos, considerando os orificios necessarios para utilizacao do
método de injecao. Embora, este método tenha se mostrado mais pratico do que o de infuséo.

No 2° Teste foram avaliados os primeiros estudos de translocacdo de diferentes
agrotdxicos, envolvendo o parametro espago-temporal, em que foram analisadas amostras
em diferentes tempos e alturas do coqueiro. A partir dos resultados de valores de
concentracao foram estabelecidos os intervalos de 2 dias e 30 dias apds a injecao dos
agrotoxicos, com amostragens a 15 e 45 cm acima do ponto de aplicagao e préximo a copa
do coqueiro. Foi possivel propor/estudar 6 diferentes tipos de tratamentos com a adicao de
adjuvantes variados e, consequentemente, comprovar a sistematicidade da translocagéao dos
agrotoxicos e a possibilidade de potencializa-los. Os resultados mostraram que, para a
maioria dos agrotoxicos injetados, 2 dias € um periodo suficiente para chegarem préximo a
copa. Ja para outros agrotédxicos, foi necessario mais tempo, como os 30 dias. Esses
resultados foram inovadores, dado que, era desconhecida a sistematicidade dos agrotoxicos
em tratamentos endoterapicos quando se aplicam simultaneamente varios fungicidas e
inseticidas comerciais. Foram homogeneizados e analisados trés frutos do cacho 17 e,
constatou-se que nao houve nenhum tipo de contaminacao na agua-de-coco nos 6 diferentes
tipos de tratamento, tanto em amostras de 2 dias, quanto nas amostras colhidas ap6s 30 dias.

Para resultados conclusivos, o numero de plantas no 3° Teste foi ampliado, totalizando
60 plantas, sendo 30 plantas para cada tratamento endoterapico (inje¢édo e infusdo) que foram
divididos em dois tratamentos: (a) injecdo com seringa de polietileno e (b) utilizagdo do
equipamento comercial Bite Infusion versdao Di Palma e subdivididos em dois procedimentos
utilizando: (i) mix de 7 agrotoxicos comerciais + Break-thru®, e (ii) ciproconazol comercial +
Break-thru®. No decorrer da aplicagao dos tratamentos endoterapicos, a injegao foi bem mais
simples de realizar do que a infusdo que exigiu habilidade e treino do operador, além da

demora para o infusionamento e o volume limitado durante a aplicacao.
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Durante a aplicagdo do mix aconteceram alguns imprevistos como: a diluicdo da calda
de agrotéxicos no tratamento de infusdo para diminuir a viscosidade durante a introdugao no
estipe. Além disso, cada agrotoxico comercial continha diferentes valores de principio ativo, o
que dificultou a comparacao das técnicas endoterapicas e da translocagao dos agrotoxicos.
Apesar destas variacées, notou-se que a concentracdo do principio ativo ndo estava
relacionada com a capacidade do agrotoxico translocar no estipe. Cada agrotéxico apresentou
um perfil de translocagéo, dado as suas propriedades fisico-quimicas peculiares. Apesar de
todos imprevistos, foi possivel destacar nos dois tratamentos endoterapicos avaliados, a
translocagéo do difenoconazol, ciproconazol e carbofurano.

Na maioria dos casos, as amostras de estipe com 50 cm acima do ponto de aplicacéo
apresentaram concentra¢cdes maiores que aquelas em 100 cm (préximo a copa do coqueiro).
Com base nesses resultados, as hipéteses levantadas foram que, com a comunicagao entre
os feixes vasculares pode ter havido uma distribuicao/diluicao dos agrotoxicos e a diferenca
de pH encontrada na extensdo do estipe pode ter alguma influéncia na translocagéo dos
mesmos. Assim, com excecdo do espirodiclofeno (agrotéxico nao-sistémico) e do seu
metabdlito, 3-OH-carbofurano, todos os agrotoxicos foram quantificados/detectados nas
amostras analisadas 45 dias apos as aplicacoes.

Quanto aos tratamentos endoterapicos utilizando apenas o ciproconazol + Break-thru®,
apesar dos volumes de aplicacao serem diferentes, porém com a mesma concentragao (sem
diluicdes), os resultados de translocacdo puderam ser comparados. Apesar do volume de
infusdo ser a metade do utilizado no método de injegcéo, os resultados do infusionamento
foram mais rapidos (2 e 15 dias) e superiores aos do método de inje¢do. Logo, se o interesse
do produtor for um método para o controle, a infusdo pode ser o tratamento mais indicado. De
outra forma, caso o interesse do produtor seja um tratamento preventivo, em que a
translocagao do ciproconazol seja mais demorada, recomenda-se o método de injecao.

De forma geral, a eficiéncia de translocagao, calculada com a concentracao aplicada e

translocada, mostrou que a infusdo foi superior a injecéo. Ja a paridade de translocacao,
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mostrou que os valores encontrados estdo diretamente relacionados com a concentragéo
aplicada, por isso, os resultados de injecdo, em que foi aplicado o dobro do volume da infuséo,
foram superiores.

Em todos os frutos analisados (4gua-de-coco e albumen sélido), dos cachos 19 e de
cOcCo seco, utilizando os tratamentos endoterapicos, no ultimo Teste com intervalos de coletas
de 45 a 120 dias apds as aplicagdes, nao foi quantificado/detectado nenhum agrotoxico. Estes
resultados garantiram a qualidade dos frutos nestes intervalos de coleta ao empregar a
endoterapia.

Durante os experimentos realizados neste periodo do ultimo Teste, concluiu-se que o
namero de tratamentos e as amostras coletadas foram suficientes para se obterem respostas
comprobatorias acerca da translocagao acropetal dos agrotéxicos aplicados por endoterapia
se houve contaminagdo nos frutos. Os agrotoxicos, neste caso, comportaram-se como
marcadores/tracadores, atingindo o objetivo inicial deste tabalho ao indicar que ndo houve
nenhuma contaminagao dos cachos 19 e no coco seco causada pelo emprego de agrotoxicos
até 120 dias apés a aplicacao.

Como perspectivas a partir dos resultados obtidos neste trabalho, espera-se que mais
estudos sejam realizados para que a endoterapia seja uma alternativa viavel e segura aos
produtores, com estratégias baseadas no: (i) volume para a introducdo dos agrotoxicos
considerando a altura, idade e a circunferéncia do estipe de cada planta; (ii) aplicacdo em
outras culturas; (iii) melhoramento dos equipamentos de infuséo.

Por fim, as informagdes e conhecimentos construidos neste trabalho seréo uteis para
orientar os pesquisadores e agricultores que tenham o objetivo de minimizar o risco de
contaminacao de frutos, meio ambiente e do operador ao utilizar a endoterapia como método

alternativo de aplicagcéao de agrotdxicos.
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Figura S1 — Mapa de identificagdo dos experimentos realizados nos tratamentos endoterapicos. Cada
quadrado representa uma planta da area LM-082, e os quadrados coloridos representam as plantas
selecionadas conforme a especificacao do tipo de tratamento endoterapico.
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Figura S2 - Mapa de identificagdo dos experimentos refeitos e realizados nos tratamentos
endoterapicos para os frutos. Cada quadrado representa uma planta da area LM-082, e os quadrados
coloridos representam as plantas selecionadas conforme a especificagdo do tipo de tratamento
endoterapico.
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Tabela S1 - Delineamento inteiramente casualizado das plantas selecionadas neste trabalho.

Exper. | Descricao | Tempo | Numero | Linha | Planta | N°de | Espessura | Comprimento | N2de Direcao do
* de da folhas | do estipe | do estipe Cachos | espiral
coleta | planta no ponto | (cm) de frutos
(dias) de
aplicacao
(cm)
T1 INFUSAO |2 T1aR1 10 1 22 70 200 15 Anti-horario
- Mix*™* +
Break- T1aR2 2 1 23 64 208 13 Horario
thru® TiaR3 |25 |8 22 71 228 16 Anti-horario
15 T1bR1 29 6 20 75 180 16 Anti-horario
T1bR2 37 5 21 86 210 13 Anti-horario
T1bR3 30 6 20 68 210 11 Anti-horario
30 T1cR1 25 9 18 80 212 11 Anti-horério
T1cR2 33 6 22 81 210 18 Horario
T1cR3 22 1 22 76 200 13 Horario
45 T1dR1 36 15 21 74 203 18 Horario
T1dR2 39 18 21 66 213 8 Anti-horario
T1dR3 31 6 20 67 200 19 Anti-horario
T2 INJECAO |2 T2aR1 33 12 22 64 180 15 Anti-horario
— Mix*™* +
Break- T2aR2 38 16 20 70 227 8 Horario
h
thru® T2aR3 |25 |7 20 80 200 10 Anti-horario
15 T2bR1 41 11 19 61 183 12 Horario
T2bR2 38 11 22 63 193 16 Anti-horario
T2bR3 33 4 23 69 210 15 Anti-horario
30 T2cR1 34 9 22 63 215 14 Horario
T2cR2 39 14 18 74 200 13 Horario
T2cR3 23 4 20 71 224 18 Horario
45 T2dR1 34 14 21 60 210 13 Horario
T2dR2 8 1 20 68 222 13 Anti-horario
T2dR3 6 2 21 72 215 14 Anti-horario
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Continuacao
Exper. | Descricao | Tempo | Numero | Linha | Planta | N° Espessura | Comprimento | N°de Diregdo do
* de da folhas | do estipe | do estipe Cachos espiral
coleta | planta no ponto de | (cm) de frutos
(dias) aplicacao
(cm)
T3 INFUSAO | 45 T3aR1 30 3 20 85 195 9
- Mix** +
Break- 90 T3bR1 18 1 20 68 220 14
thru®
r“ 120 | T3cR1 |10 |5 21 65 222 24 Anti-horario
3 frutos de
cada
cacho
T4 INJECAO | 45 T4aR1 3 7 19 69 222 13 Horario
- Mix** +
Break- 90 T4bR1 33 11 24 64 220 98 Horario
h
thru® 120 T4cR1 24 5 20 60 215 19 Anti-horario
3 frutos de
cada
cacho
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Exper. *| Descricao Tempo | N© da | Linha | Planta | N2 de Espessura | Comprimento | N2 de Direcao
de planta Folhas | do estipe do estipe cachos | do
coleta no ponto (cm) de espiral
(dias) de frutos
aplicacao
(cm)
T5 INFUSAO - | 2 T5aR1 26 7 22 64 215 11 Anti-horario
ciproconazol
n Break- T5aR2 36 3 23 58 200 16 Horario
thru®
r” T5aR3 |38 | 6 20 64 185 16 Anti-horario
15 T5bR1 2 7 20 86 231 14 Horario
T5bR2 6 1 23 71 198 15 Anti-horario
T5bR3 13 3 21 68 200 13 Horario
30 T5cR1 9 1 20 71 222 13 Horario
T5cR2 22 2 22 70 200 14 Anti-horario
T5cR3 32 2 18 75 190 11 Anti-horario
45 T5dR1 34 11 22 67 205 15 Anti-horario
T5dR2 25 3 21 78 200 14 Horario
T5dR3 30 2 22 86 200 11 Anti-horario
T6 INJECAO - |2 T6aR1 23 7 21 72 211 14 Horario
ciproconazol
+ Break- Te6aR2 | 33 8 22 63 223 1 Horario
thru®
r“ T6aR3 |36 | 17 22 70 180 15 Anti-horario
15 T6bR1 23 1 22 74 224 11 Horario
T6bR2 21 9 21 76 226 16 Horario
T6bR3 33 5 22 71 210 12 Anti-horario
30 T6cR1 32 3 18 68 183 8 Anti-horario
T6¢cR2 38 4 22 70 187 8 Anti-horario
T6¢cR3 32 1 22 75 190 15 Anti-horario
45 T6dR1 9 3 21 76 190 4 Horario
T6dR2 36 6 21 78 205 13 Anti-horario
T6dR3 42 8 22 73 220 16 Horario
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Exper.* | Descrigao Tempo | N® da | Linha | Planta | N°de Espessura | Comprimento | N° de Diregdo do
de planta Folhas do estipe | do estipe (cm) | cachos espiral
coleta no ponto de frutos
(dias) de

aplicagao
(cm)
T7 INFUSAO - 45 T7aR1 38 9 21 62 213 13 Horario
Ciproconazol
+ Break-thru@| 60 T7bR1 30 1 22 76 212 16 Anti-horario
120 T7cR1 42 9 23 66 215 16 Horario
3 frutos de
cada cacho
T8 INJECAO - 45 T8aR1 25 6 20 79 213 12 Horario
Ciproconazol
+ Break-thru@ 90 T8bR1 13 5 19 66 228 13 Horario
120 T8cR1 42 10 23 74 220 15 Horario
3 frutos de
cada cacho
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Exper. | Descricdo | Tempo | Numero | Linha | Planta | N® Espessura | Comprimento | N2de Direcdo do
* de da folhas | do estipe | do estipe (cm) | Cachos | espiral
coleta | planta no ponto de frutos
(dias) de
aplicacao
(cm)
T9 INFUSAO | 45 T9aR1 43 1 25 78 220 18 Anti-horario
- Mix** +
Break- 90 T9bR1 44 9 20 95 230 14 Anti-horario
h
thru® 120 T9cR1 49 16 21 75 239 17 Horario
3 frutos de
cada
cacho
T10 INJECAO | 45 T10aR1 | 50 18 21 78 229 12 Anti-horario
- Mix +
Break- 90 T10bR1 | 51 19 20 81 230 16 Horario
h
thru® 120 T10cR1 | 51 18 21 71 219 18 Horario
3 frutos de
cada
cacho
T11 INFUSAO | 45 T11aR1 | 54 8 24 63 223 21 Anti-horario
ciproconaz 90 T11bR1 | 55 18 24 60 230 19 Anti-horario
| + Break-
O+ B o [T11cR1 |55 |8 24 75 229 17 Horario
thru®
3 frutos de
cada
cacho
T12 INJECAO | 45 T12aR1 | 60 12 22 73 230 17 Anti-horario
ciproconaz 90 T12bR1 | 59 15 23 76 231 16 Anti-horario
ol + Break- o ——12RT 62 |16 21 78 229 17 Horario
thru®
3 frutos de
cada
cacho
*Exper. = Experimento

*k

difenoconazol

Mix — Ciproconazol, imidacloprido, espirodiclofeno, tiabendazol, carbosulfano, tiametoxam,
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Figuras referentes aos resultados de translocagdo dos agrotéxicos aplicados em 3 plantas
selecionadas para cada intervalo compreendido entre 2 a 45 dias com coleta de amostras em
50 e 100 cm acima do ponto de aplicagao.

A) Tratamento 1 — Infusdo/Mix

440
1 Ea 150 cm
400 B 100 cm

o M M
320 —

280 — %

< 240 —H
(=>]
4 T
o> 200 —
=

160 —

120 —

80 —
40 -
o T ,_I_}_ —

2d-1 2d-2 2d-3  15d-1 15d-2 15d-3 30d-1 30d-2 30d-3 45d-1 45d-2 45d-3
Tiametoxam

B) Tratamento 2 — Injecao/Mix
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Figura S3- Resultados de translocagéo do tiametoxam referentes ao tratamento aplicado em trés diferentes plantas
nos intervalos de coletas que variaram de 2 a 45 dias empregando os métodos endoterapicos de infuséo (A) e
injecéo (B), em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicagéo (50 e 100 cm), obtidos na extragdo por
QUuEChERS modificado e analise por UHPLC-MS/MS.
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(A) Tratamento 1 — Infusdo/Mix
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Figura S4- Resultados de translocagcao do carbofurano referentes ao tratamento aplicado em trés diferentes
plantas nos intervalos de coletas que variaram de 2 a 45 dias empregando os métodos endoterépicos de infuséo
(A) e injecao (B), em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicacdo (50 e 100 cm), obtidos na extracdo
por QUEChERS modificado e analise por UHPLC-MS/MS.
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(A) Tratamento 1 — Infusdo/Mix
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(B) Tratamento 2 — Injecao/Mix
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Figura S4- Resultados de translocagao do tiabendazol referentes ao tratamento aplicado em trés diferentes plantas
nos intervalos de coletas que variaram de 2 a 45 dias empregando os métodos endoterapicos de infusédo (A) e
injecao (B), em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicagéo (50 e 100 cm), obtidos na extragéo por
QUEChERS modificado e analise por UHPLC-MS/MS.
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Figura S5- Resultados de translocagdo do imidacloprido referentes ao tratamento aplicado em trés diferentes
plantas nos intervalos de coletas que variaram de 2 a 45 dias empregando os métodos endoterépicos de infuséo
(A) e injecao (B), em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicacdo (50 e 100 cm), obtidos na extracdo
por QUEChERS modificado e analise por UHPLC-MS/MS.
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(A) Tratamento 1 — Infusdo/Mix
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Figura S6- Resultados de translocagdo do ciproconazol referentes ao tratamento aplicado em trés diferentes
plantas nos intervalos de coletas que variaram de 2 a 45 dias empregando os métodos endoterapicos de infusao
(A) e injecao (B), em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicagéo (50 e 100 cm), obtidos na extracao
por QUEChERS maodificado e analise por UHPLC-MS/MS.
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(A) Tratamento 1 — Infusdo/Mix

2500 4 150 cm
| I 100 cm

2000 -

1500 —

ug kg’

1000 —

500

0 |
2d-1 2d-2 2d-3 15d-1 15d-2 15d-3 30d-1 30d-2 30d-3 45d-1 45d-2 45d-3
Difenoconazol

(B)Tratamento 2 — Injecao/Mix

8000 - ™ [ 150cm

| I 100 cm
7200

6400 -

5600 -

4800

~ . Sl = —

4000

3200

2400

1600

802—- | J l

2d-1 2d-2 2d-3 15d-1 15d-2 15d-3 30d-1 30d-2 30d-3 45d-1 45d-2 45d-3
Difenoconazol

ng kg

Figura S7- Resultados de translocagao do difenoconazol referentes ao tratamento aplicado em trés diferentes
plantas nos intervalos de coletas que variaram de 2 a 45 dias empregando os métodos endoterépicos de infuséo
(A) e injecao (B), em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicacdo (50 e 100 cm), obtidos na extracao
por QUEChERS modificado e analise por UHPLC-MS/MS.
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Figura S8- Resultados de translocagédo do espirodiclofeno referentes ao tratamento aplicado em trés diferentes
plantas nos intervalos de coletas que variaram de 2 a 45 dias empregando os métodos endoterépicos de infuséo
(A) e injecao (B), em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicacdo (50 e 100 cm), obtidos na extracdo
por QUEChERS modificado e analise por UHPLC-MS/MS.
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Figuras referentes aos resultados de translocacdo do ciproconazol aplicados em 3 plantas
selecionadas para cada intervalo compreendido entre 2 a 45 dias com coleta de amostras em

50 e 100 cm acima do ponto de aplicagao.
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Figura S9- Resultados de translocagdo do ciproconazol referentes ao tratamento aplicado em trés diferentes
plantas nos intervalos de coletas que variaram de 2 a 45 dias empregando os métodos endoterépicos de infuséo
(A) e injecao (B), em amostras de estipe coletadas acima do ponto de aplicacdo (50 e 100 cm), obtidos na extracdo
por QUEChERS maodificado e analise por UHPLC-MS/MS.
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Cromatogramas referentes aos resultados de translocacdo dos agrotéxicos no estipe de
coqueiro
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Figura S10 — Cromatogramas dos ions selecionados obtidos por UHPLC-MS/MS. Identificagdo dos compostos:
(1) Carbendazim, (2) Tiametoxan, (3) Tiabendazol, (4) Imidacloprido, (5) 3-OH-carbofurano, (6) Tiofanato-metilico,
(7) Carbofurano, (8) Ciproconazol (isbmero), (9) Difenoconazol, (10) Espirodiclofeno. (A) Cromatograma do extrato
do estipe numa concentragdo de 50 ug L'; (B) Cromatograma do extrato do estipe em 50 cm acima do ponto de
aplicagao no intervalo de 30 dias apds a aplicagdo do mix utilizando o método de infusédo, (C) Cromatograma do
extrato do estipe em 100 cm acima do ponto de aplicagéo no intervalo de 30 dias apds a aplicagao do mix utilizando
o método de infuséo.
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Figura S11 — Cromatogramas dos ions selecionados obtidos por UHPLC-MS/MS. Identificagdo dos compostos:
(1) Carbendazim, (2) Tiametoxan, (3) Tiabendazol, (4) Imidacloprido, (5) 3-OH-carbofurano, (6) Tiofanato-metilico,
(7) Carbofurano, (8) Ciproconazol (isbmero), (9) Difenoconazol, (10) Espirodiclofeno. (A) Cromatograma do extrato
do estipe numa concentragao 50 cm acima do ponto de aplica¢@o no intervalo de 30 dias apds a aplicagao do mix
utilizando o método de injegéo; (B) Cromatograma do extrato do estipe em 100 cm acima do ponto de aplicagao
no intervalo de 30 dias apds a aplicagdo do mix utilizando o método de injecdo, (C) Cromatograma do extrato do
estipe em 50 cm acima do ponto de aplicagéo no intervalo de 30 dias apos a aplicagao do ciproconazol utilizando
0 método de infuséo.
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Figura S12 — Cromatogramas dos ions selecionados obtidos por UHPLC-MS/MS. Identificagdo dos compostos:
(1) Carbendazim, (2) Tiametoxan, (3) Tiabendazol, (4) Imidacloprido, (5) 3-OH-carbofurano, (6) Tiofanato-metilico,
(7) Carbofurano, (8) Ciproconazol (isbmero), (9) Difenoconazol, (10) Espirodiclofeno. (A) Cromatograma do extrato
do estipe numa concentragdo 100 cm acima do ponto de aplicacdo no intervalo de 30 dias apos a aplicagao do
ciproconazol utilizando o método de infusdo; (B) Cromatograma do extrato do estipe em 100 cm acima do ponto
de aplicacédo no intervalo de 30 dias apds a aplicacdo do mix utilizando o método de infuséo, (C) Cromatograma
do extrato do estipe em 50 cm acima do ponto de aplicagdo no intervalo de 30 dias apds a aplicagdo do

ciproconazol utilizando o método de injegao.
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coconut water
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Figura S13 — Cromatogramas dos ions selecionados obtidos por UHPLC-MS/MS. Identificagdo dos compostos:
(1) Carbendazim, (2) Tiametoxan, (3) Tiabendazol, (4) Imidacloprido, (5) 3-OH-carbofurano, (6) Tiofanato-metilico,
(7) Carbofurano, (8) Ciproconazol (isbmero), (9) Difenoconazol, (10) Espirodiclofeno. (A) Cromatograma do extrato
da agua-de-coco numa concentragéo de 50 ug L'; (B) Cromatograma do extrato da dgua-de-coco do cacho 19 no
intervalo de 2 dias apés a aplicagao do ciproconazol utilizando o método de infusdo; (C) Cromatograma do extrato
da agua-de-coco do cacho seco no intervalo de 2 dias ap6s a aplicagdo do mix utilizando o método de infuséo.
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coconut water
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Figura S14 — Cromatogramas dos ions selecionados obtidos por UHPLC-MS/MS. Identificagdo dos compostos:
(1) Carbendazim, (2) Tiametoxan, (3) Tiabendazol, (4) Imidacloprido, (5) 3-OH-carbofurano, (6) Tiofanato-metilico,
(7) Carbofurano, (8) Ciproconazol (isbmero), (9) Difenoconazol, (10) Espirodiclofeno. (A) Cromatograma do extrato
da agua-de-coco do cacho 19 no intervalo de 30 dias apds a aplicagdo do ciproconazol utilizando o método de
injecdo; (B) Cromatograma do extrato da agua-de-coco do cacho seco no intervalo de 30 dias apds a aplicagdo do
mix utilizando o método de injegao.
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Figura S15 — Cromatogramas dos ions selecionados obtidos por UHPLC-MS/MS. Identificagdo dos compostos:
(1) Carbendazim, (2) Tiametoxan, (3) Tiabendazol, (4) Imidacloprido, (5) 3-OH-carbofurano, (6) Tiofanato-metilico,
(7) Carbofurano, (8) Ciproconazol (isbmero), (9) Difenoconazol, (10) Espirodiclofeno. (A) Cromatograma do extrato
do albmen sélido numa concentragéo de 50 ug L''; (B) Cromatograma do extrato do albimen sélido do cacho 19
no intervalo de 2 dias apds a aplicagao do ciproconazol utilizando o método de infusdo; (C) Cromatograma do
extrato da agua-de-coco do cacho seco no intervalo de 2 dias ap6s a aplicagdo do mix utilizando o método de

infusdo.
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Figura S16 — Cromatogramas dos ions selecionados obtidos por UHPLC-MS/MS. Identificagdo dos compostos:
(1) Carbendazim, (2) Tiametoxan, (3) Tiabendazol, (4) Imidacloprido, (5) 3-OH-carbofurano, (6) Tiofanato-metilico,
(7) Carbofurano, (8) Ciproconazol (isbmero), (9) Difenoconazol, (10) Espirodiclofeno. (A) Cromatograma do extrato
do albumen sélido do cacho 19 no intervalo de 2 dias ap6s a aplicagao do ciproconazol utilizando o método de
injegéo; (B) Cromatograma do extrato do albdimen sélido do cacho seco no intervalo de 2 dias apds a aplica¢édo do
mix utilizando o método de injegao.
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Esta arte de autoria de Daimone Poliard sintetiza a ideia da aplicagao de agrotoxicos no estipe
dos coqueiros utilizando os tratamentos endoterapicos, a possibilidade de translocagao até os
frutos e a andlise dos agrotoxicos em produtos do coqueiro utilizando técnicas
cromatograficas.



