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Resumo

Paclobutrazol (PBZ) é um regulador de crescimento que tem sido utilizado
para alterar o ciclo fenológico da mangueira visando a produção de frutos em
qualquer época do ano. É bastante utilizado na região nordeste do Brasil e a
determinação dos resíduos na fruta é importante pois há pouco conhecimen-
to sobre o acúmulo desta substância na planta em condições brasileiras.
Para isso foi necessário adaptar um método analítico para determinar resídu-
os de paclobutrazol em frutos de manga. Após a extração do PBZ na matriz
o extrato foi analisado por LC-MS/MS. Os limites de detecção (LOD) e de
quantificação (LOQ) obtidos para o PBZ foram de 0,25 µg Kg-1 e 1,25 µg Kg-1,
respectivamente. As recuperações foram de 82 a 94% e se encontram
dentro da faixa considerada aceitável, que é de 70-120%. Após a validação
o método foi empregado na determinação de resíduos de PBZ em amostras
de manga coletadas na região do Vale do São Francisco.

Palavras-chave: manga; LC-MS/MS; resíduos de paclobutrazol.
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Determination of Paclobutrazol
Residues in Mango (Mangifera
indica L. ) by choromatography -
mass spectrometry (LC-MS/MS)

Abstract

Paclobutrazol (PBZ) is a growth regulator that has been used to change the
physiological cycle of the mango plants in order to produce fruit in any
season. It is widely used in northeastern Brazil and the determination of
residues on the fruit is important because little is known about the
accumulation of this substance in the plant for Brazilian conditions. For this it
was necessary to adapt an analytical method for determining residues of
PBZ in mango fruits. After extraction of the PBZ from the matrix, the extract
was analyzed by LC-MS/MS. The limits of detection (LOD) and quantification
(LOQ) obtained for the PBZ were 0.25 µg kg-1 and 1.25 µg kg-1, respectively.
The recoveries were 82 to 94% and are within the range considered
acceptable, which is 70-120%. After the validation the method was applied
to determine residues in PBZ samples collected in the region of the San
Francisco Valley.

Key-words: mango; LC-MS/MS; paclobutrazol residues.



Introdução

O paclobutrazol (PBZ) é um regulador de crescimento muito utilizado no
cultivo da mangueira na região Nordeste do Brasil. A sua aplicação, além de
diminuir significativamente o crescimento vegetativo das plantas, indepen-
dente das condições de umidade do solo, promove boa floração, frutificação
e fixação dos frutos permitindo a produção de mangas em qualquer época do
ano na região do Submédio São Francisco. A dosagem de PBZ varia com a
cultivar, com o porte e com o estado nutricional da planta. Para a cultivar
Tommy Atkins, recomenda-se aplicar 1,0 grama do princípio ativo do produ-
to por metro de diâmetro de copa.  A aplicação do PBZ pode ser feita
diretamente no solo ou por meio de pulverizações dirigidas à folhagem. A
aplicação no solo é mais eficiente e pode ser feita tanto na projeção da copa,
como junto ao tronco, devendo-se irrigar logo após, já que a água é o veículo
de condução do produto até as raízes. Estudos conduzidos por Paraíba (2007)
demonstram que o PBZ pode ser bioconcentrado nos frutos de manga.

O PBZ é absorvido através das raízes com mais eficiência do que através
dos ramos e folhagem. Estudos conduzidos por Attiya et al. (1983) e
Hampton (1988) demonstraram que este regulador de crescimento perma-
nece ativo no solo por muitos anos e pode afetar severamente o crescimento
e desenvolvimento dos cultivos subsequentes pela redução do vigor
vegetativo.

Até o momento não foi definido o limite máximo de resíduos (LMR)  de PBZ
em manga, mas para maçã o LMR é de 0,5 µg Kg-1 (CODEX ALIMENTARIUS,
1993). Considerando o mesmo LMR os autores concluíram que o tratamento
em mangueiras, com este regulador de crescimento, nas dosagens específi-
cas, não resulta em resíduos acima dos limites permissíveis para nenhum
dos estágios do fruto, até mesmo após três anos consecutivos de tratamen-
to.

O LMR para resíduos de PBZ em solo para a cultura da manga é de 0,02 µg
Kg-1 (ANVISA, 2008).

Sharma e Awasthi (2005) verificaram a presença de resíduos de PBZ em
frutos de manga “Alphonso” de árvores tratadas com 20 e 40 mL de Cultar
25 SC (PBZ 25% w/v), com 5 e 10 g de PBZ, respectivamente, sendo os
tratamentos feitos ao redor das plantas (30 cm largura e 30 cm de profundi-
dade). Segundo Sharma e Awasthi (2005), embora resíduos de PBZ estives-
sem presentes nos frutos no início de formação e praticamente formados,
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nos três anos de monitoramento, o mesmo não ocorreu em frutos já prontos
para colheita. Os autores concluíram que o uso de PBZ continuamente, em
doses recomendadas, poderá não resultar resíduos em frutos  em níveis que
possam causar algum risco para a saúde humana.

O objetivo deste trabalho foi analisar resíduos de PBZ em frutos de manga
(Tommy Atkins) cultivada na região do vale do São Francisco para estimar
possível acúmulo de PBZ em polpa de frutos de manga madura e gerar
informações sobre este produto nas condições brasileiras.

Material e Métodos

Áreas de estudo

As coletas de frutos de manga foram realizadas em julho de 2007 em três
fazendas sendo que duas estão localizadas em Petrolina/PE (Fazenda 1 e
Fazenda 2) e uma em Juazeiro/BA (Fazenda 3). As amostras foram
coletadas em quatro locais diferentes (Fazenda I - parcela 1 e parcela 8),
(Fazenda II – parcela 2) e (Fazenda III – parcela 1) sendo que para cada
localidade foram amostradas três árvores e três frutos de cada  árvore,
considerando as partes superior, mediana e inferior. Na Fazenda I - parcela
1, a idade das plantas é de 13 anos; na Fazenda I - parcela 8, a idade das
plantas é de cinco anos; e na Fazenda II - parcela 2 a idade das plantas é de
sete anos e todas receberam duas aplicações de PBZ. No caso da Fazenda III
- parcela 1,  a idade das plantas é de quatro anos e receberam apenas uma
aplicação de PBZ.  Os frutos foram selecionados e a quantidade coletada foi
de acordo com o tamanho mínimo da amostra (2,0 Kg), estabelecida no
Anexo I da Resolução da Diretoria Colegiada - RDC Nº. 216, de 15 de
dezembro de 2006  (ANVISA, 2006). A região tem histórico de aplicação do
PBZ desde 1995. Na Fazenda I - parcela 1 as aplicações ocorreram em
dezembro de 2005 e dezembro de 2006. Na Fazenda I - parcela 8 as aplica-
ções ocorreram  em abril de 2005 e julho de 2006. Na Fazenda II as aplica-
ções ocorreram em novembro de 2004 e novembro de 2006.  Já na Fazenda
II a aplicação ocorreu apenas uma vez em setembro de 2006. A amostra-
testemunha enviada para o estudo foi coletada em uma fazenda em Juazeiro
sem nenhuma referência quanto à distância das fazendas com histórico de
aplicação do produto.
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A aplicação do PBZ foi feita no solo ao redor da mangueira (30 cm largura e
30 cm de profundidade) por um e dois anos consecutivos e com aplicação de
20 mL do produto comercial Cultar 25 SC (PBZ  25% w/v), com 5 g de PBZ.

Após a coleta, as amostras foram recebidas no laboratório e armazenadas a
-20°C por um período de 20 dias até a preparação para análise.

Preparo de Amostras

Os frutos foram cortados para separar o caroço e processados em equipa-
mento adequado (processador) contendo gelo seco. Uma porção de 20 g foi
extraída com 100 mL de solução de metanol: água (80:20, v/v) sob agitação
durante 30 minutos, de acordo com o método descrito por Stahly e Buchanan
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Fig. 1. Estrutura do paclobutrazol

(1986), sendo que no procedimento adotado não foi utilizado metanol gelado.
Em seguida realizou-se a filtração, evaporação e nos 20 mL restantes foi
ajustado o pH para 11 com solução de NaOH 6 Mol L-1. A seguir foi feita a
extração líquido-líquido com três porções de 30 mL de diclorometano evapo-
rado e o extrato foi ressuspendido em 2 mL de solução de metanol: água
(80:20, v/v). A limpeza dos interferentes foi feita usando cartucho de florisil
de 500 mg e o extrato orgânico coletado neste processo foi evaporado e
ressuspendido na fase móvel. As amostras foram transferidas para um
frasco de injetor automático e analisadas por LC-MS/MS com ionização
eletrospray (ESI).

Amostras fortificadas para os estudos de recuperação foram preparadas
adicionando volumes adequados da solução do padrão de PBZ em dois níveis
(1 x LOQ e 10 x LOQ), em triplicatas de 20 g de amostra de manga testemu-
nha. Cada amostra fortificada foi homogeneizada e deixada em repouso por
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30 minutos antes da extração. Todas as etapas posteriores foram feitas da
mesma maneira das amostras.

Condições cromatográficas

Utilizou-se um cromatógrafo líquido acoplado a um espectrômetro de massas
tipo triplo quadrupolo com fonte de ionização eletrospray (ESI), modelo 1200 L
da Varian. A coluna foi C18, (5 µm, 50 x 2 mm d.i.), a fase móvel empregada foi
acetonitrila: ácido acético 0,1% (50:50, v/v) e a vazão 0,25 mL min-1. O volume
de injeção foi de 50 µL do extrato. O espectrômetro de massas operou em
modo MRM no modo de ionização íon positivo. O software MS Workstation

Versão 6-Varian foi usado para análise dos dados.

Resultados e Discussão

A identificação do PBZ ocorreu pela comparação do tempo de retenção do
padrão e pela presença dos fragmentos (íons selecionados) 125, 167 e 236
que foram equivalentes nas amostras e no padrão. A fig. 2 mostra os
cromatogramas e espectros de massas referentes a amostra testemunha
fortificada com padrão de PBZ na concentração: (a) limite de quantificação
do método, (b) 10 vezes o limite de quantificação e (c) padrão de
paclobutrazol na concentração 0,10 µg mL-1.

A curva analítica do PBZ mostrou ser linear na faixa de 0,001 – 0,10 µg mL-

1 pois apresentou valores de coeficiente de determinação, r2 ≥ 0,995 e o
gráfico de resíduos não demonstrou tendências. Os limites de detecção
(LOD) e de quantificação (LOQ) obtidos para o PBZ foram de 0,25 µg Kg-1 e
1,25 µg Kg-1, respectivamente.

Estes resultados indicam que o método é suficientemente sensível para
detectar a presença do PBZ em níveis baixos de concentração.

A porcentagem de recuperação média das amostras fortificadas, em dois
níveis (1x LOQ, 10x LOQ), em triplicatas e em três dias diferentes foi de 82
a 94% e se encontram dentro da faixa de 70-120%, que é considerada
aceitável (SANCO, 2009).
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Fig. 2. Cromatogramas e espectros de massa das amostras fortificadas: a) 1x LOQ  1,25 µg Kg-1; b) 10 x LOQ -12,5 µg Kg-1 e  c) padrão de 0,10 µg mL-1
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A precisão (repetitividade) foi calculada por meio de repetições realizadas no
mesmo dia, nas mesmas condições cromatográficas e pelo mesmo analista.
Os desvios-padrões relativos para o PBZ foram ≤ 15% e estão em consonân-
cia com a literatura, onde valores <15% são considerados aceitáveis
(SANCO, 2009).

Analisou-se 12 amostras de manga coletadas em três fazendas, localizadas
na região do Vale do Rio São Francisco, com plantas variando de quatro a 13
anos de idade, com uma a duas aplicações anuais de PBZ aplicado a uma
distância de 20-25 cm do tronco da mangueira. Os resultados encontrados
para as 12 amostras coletadas foram menores do que o limite de detecção
do método (0,25 µg Kg-1), Tabela 1.

Estes resultados indicam que o uso consecutivo de dois anos de PBZ em
plantações de manga nas doses recomendadas não mostraram resíduos em
níveis detectáveis nos frutos, durante o período de colheita. Contudo, em
áreas onde o produto é aplicado regularmente, pode haver risco de contami-
nação ambiental em razão dos resíduos serem persistentes no solo
(FERRACINI et al., 2007).

AMOSTRAS µg Kg-1
AMOSTRAS µg Kg-1

Fazenda 1 - Parcela 1

Idade da planta 13 anos

02 aplicações

Fazenda 1 - Parcela 8

Idade da planta 05 anos

02 aplicações

árvore  10 - linha 8 < LOD árvore 12 - linha 15 < LOD

árvore 14 - linha  5 < LOD árvore 5 - linha  20 < LOD

árvore 18 – linha  4 < LOD árvore 3 - linha  36 < LOD

Fazenda 2 - Parcela 2

Idade da planta 07 anos
02 aplicações

Fazenda 3 - Parcela 8

Idade da planta 04 anos
02 aplicação

árvore 5 - linha  9 < LOD árvore 3 - linha  3 < LOD

árvore 8 - linha 6 < LOD árvore 10 - linha  6 < LOD

árvore 5 - linha  3 < LOD árvore 18- linha 10 < LOD

Tabela 1. Amostras de manga analisadas
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Conclusão

Nas fazendas com histórico de utilização do PBZ de uma ou duas aplicações,
a presença de resíduos do PBZ, nos frutos das plantas analisadas, está
abaixo do limite de quantificação do método (1,25 µg Kg-1 ).

Como os resíduos de PBZ persistem no solo por um longo período, conforme
observado no estudo conduzido anteriormente por esta equipe, é recomendá-
vel que seja implementado o monitoramento e a adoção de boas práticas
agrícolas, em áreas onde o PBZ é aplicado regularmente.
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