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1. Introducao

A agricultura brasileira alcangou forte crescimento nas ultimas trés décadas (FAO, 2018). A
Revolugdo Verde permitiu aumento de produtividade a partir da implantacao em larga escala de
sistemas de monoculturas, com emprego intensivo de fertilizantes e agrotéxicos, além de ter
proporcionado a abertura de um imenso mercado de maquinas, sementes e insumos agricolas
(AGUIAR e MONTEIRO, 2005).

O uso indiscriminado e sem orientacdo adequada dos agrotoxicos é propulsor de inimeros
problemas, desde exposicao ocupacional, contaminacdo de alimentos, contaminagao dos recursos
hidricos e sérios problemas a satide (BARBOSA, 2004). Segundo anélise de amostras coletadas em
todas as 26 Unidades Federadas do Brasil, realizadas pelo Programa de Anélise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA) da ANVISA (2014). Evidenciou-se que 67% das amostras
analisadas apresentaram contaminacdo por agrotéxicos, sendo que 25% apresentaram
ingredientes ativos ndo autorizados para aquele cultivo e/ou ultrapassaram dos limites maximos
de residuos considerados aceitaveis.

Diante do cendrio apresentado, este trabalho objetiva avaliar o melhor método QUEChERS de
extracdo de agrotoéxicos, e as melhores condigdes para a remocdo de interferentes do extrato
através de planejamento experimental para as matrizes cenoura e o feijdo-vagem.
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2. Materiais e Métodos
2.1- Preparo das solugoes

Preparou-se individualmente 10 mL de solugdo estoque aproximadamente 1000 mg L" de cada
agrotdxico. Apoés, foram preparadas solugdes analiticas individuais dos compostos em estudo na
concentracdo de 100 mg L. A partir destas solugdes preparou-se uma mistura (mix) na
concentracgdo 10 mg L contendo todos os compostos e por diluigdo uma mistura na concentragéo
1,0 mg L. Todas as solucdes foram preparadas em Acetonitrila (MeCN) grau HPLC.

2.2 - Preparo das amostras

Foram utilizadas neste estudo cenoura (Daucus carota L.) e feijao-vagem (Phaseolus vulgaris L.),
organicos, fornecidos pela UNICOOPER - Cooperativa Central da Agricultura Familiar Ltda. As
hortaligas com casca passaram por um processo de trituracdo e posteriormente congeladas a -40
2C em ultra-congelador (modelo UCE - 20, marca Eco).

2.3 - Desenvolvimento do método QuEChERS

Foram realizados primeiramente trés experimentos de extracdo baseados nos métodos ja descritos
na literatura, consistindo: QUEChERS (original, citrato e acetato), conforme figura 1, a fim de
avaliar qual método forneceria as melhores condigoes para extragao com melhor recuperagao dos
compostos. Para isso, foram realizadas fortificacdes nas amostras em triplicata na concentragao
de 50 ug kg™'. O célculo da recuperacéo dos analitos apds a extragéo foi realizado por comparagéao
das &reas dos cromatograma obtidos a partir da injegao em triplicata de padrdes no extrato da
matriz na mesma concentragao da fortificacdo. Apds a escolha do melhor método de extragao para
cada matriz avaliada, desenvolveu-se planejamento experimental fatorial 2*, buscando encontrar
as melhores condi¢cdes para a limpeza do extrato obtido (etapa de clean-up) com o uso de
diferentes sorventes e em diferentes combinacoes e proporcoes. Dessa maneira foram gerados 27
ensaios a serem realizados para analise da superficie de resposta e escolha das condigdes ideais
para extragdo e limpeza, conforme a Tabela 1. Os resultados foram avaliados com auxilio do
software Statistica® 12.0.
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Figura 1 - Método QUEChERS citrato, original e acetato, respectivamente

10 g de amostra
(Tubo falcon 50 mL)

10 g de amostra
(Tubo falcon 50 mL)

15 g de amostra
(Tubo falcon 50 mL)

15 mL de MeCN
Bm 10 mL de MeCN 10 mL de MeCN -
150 L de CH,COOH
4 g de MgSQ,
+ 1 )
1 g de NaCl 4,0 g de MgSO, 6 g de MgSO,

oy i 3
1.g C:HMNa,O,.2H,0 1,0 g de NaCl 1,5 g de CH,COONa

+ > >

0,5 g CsH:Na,0,.1,5H,0

o

1,0 mL sobrenadante’ 1,0 mL sobrenadante 1,0 mL sobrenadante
+ +

i
150,0 mg MgSO, 150,0 mg MgSO, 300,0 mg Mg50,
+ + +

25,0 mg PSA 25,0 mg PSA 50,0 mg PSA

+ + +
3,0 mg GCB 3,0 mg GCB 3,0 mg GCB

(Tubo falcon 15 mL), (Tubo falcon 15 mL) (Tubo falcon 15 mL)

[ GC-MS/MS ] [ GC-MS/MS ] GC-MS/MS

Tabela 1 - Ensaios para planejamento fatorial 2* para a cenoura e feijao-vagem

Ensaic ZSEP C18 GCB PSA . .. ZSEP C18 GCB PSA
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)

1 10,00 10,00 500 10,00
2 10,00 10,00 5,00 30,00 15 30,00 30,00 15,00 10,00
3 10,00 10,00 1500 10,00 16 30,00 30,00 15,00 30,00
4 10,00 10,00 1500 30,00 17 0,00 2000 10,00 20,00
5 10,00 30,00 500 10,00 18 40,00 20,00 10,00 20,00
& 10,00 30,00 500 30,00 19 20,00 0,00 10,00 20,00
7 10,00 30,00 1500 10,00 20 20,00 40,00 10,00 20,00
8 10,00 30,00 15,00 30,00 21 20,00 20,00 0,00 20,00
9 30,00 10,00 500 10,00 22 20,00 20,00 20,00 20,00
10 30,00 10,00 5,00 30,00 23 20,00 20,00 10,00 0,00
1 30,00 10,00 1500 10,00 24 20,00 20,00 10,00 40,00
12 30,00 1000 1500 30,00 25(C) 20,00 2000 10,00 20,00
13 30,00 3000 500 1000 26(C) 20,00 2000 10,00 20,00
14 30,00 3000 500 3000 27(C) 2000 2000 10,00 20,00

2.4 - Condicoes cromatograficas e do espectrometro de massas

O estudo foi desenvolvido por cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrometro de massas
em série com analisador tipo triploquadropolo (GC-(TQ)-MS/MS) Agilent Technologies
7890B/7000C, com amostrador automatico modelo 7693. O estudo das condicdes de operagao do
espectrometro de massas para a obtengao dos espectros caracteristicos de cada analito, foi obtido
a partir da injecdo de 1 pL de uma solucéo 10 mg L" de cada composto individual, no modo full
scan (ions totais), possibilitando a identificagdo e avaliacdo do espectro de massas para cada
composto a fim de permitir a escolha dos ions a serem utilizados. O tempo de corrida
cromatografica foi de 28,95 minutos. As condi¢cdes para o sistema cromatografico e do
espectrometro de massas estdo demonstrados na tabela 2.
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Tabela 2 - CondicoOes de analise dos agrotoxicos por GC-MS/MS

Condigoes cromatograficas

Volume de injecdo 1 pL
Modo de injecdo Spiitiess
Temperatura do injetor 280°C
Fluxo de gas Hélio 1 cm?® min™
Forno da coluna
Temperatura inicial 80°C (1 min)
12 manuteng&o 25°C min até 160°C
2% manutencéo 8°C min até 270°C (11 min)
Condigoes do espectrometro de massas
Temperatura da transferline 280°C
Temperatura da fonte de ionizag&o 230°C
Fonte de ionizacgéo 70 eV
Fluxo de gas Nitrogénio 1.5 cm® min!

3. Resultados e discussoes

Para a separagao cromatografica foi avaliado as melhores condi¢cdes de temperatura do injetor, a
partir das temperaturas de ebulicao de cada composto, bem como otimizar as condigdes para a
rampa de aquecimento do forno da coluna visando o maior nimero de separac¢do possivel dos
analitos. Para a operacgao do espectrometro no modo de Monitoramento de Reagdes Multiplas
(MRM), foi necessaria a selegdo/avaliacao de ions precursores obtidos no modo full scan, para
cada composto em estudo neste trabalho. A escolha dos ions a serem utilizados deu-se a partir de
suas intensidades de sinal, bem como a auséncia do padrao de fragmentacao do ion para qualquer
composto no mesmo segmento de anélise.

Para a cenoura, com a utilizacdo do método QuEChERS original foi alcancado recuperacao entre
70% e 120% para 40 compostos, com o QuEChERS citrato, 29 compostos e com o QuUEChERS
acetato apenas 4 compostos, de um total de 48. Para o feijdo-vagem o método QuEChERS citrato
apresentou recuperacao de 41 compostos, para o QUEChERS original 35 compostos e para o
QuEChERS acetato 28 compostos, na faixa de 70% a 120%.

As melhores condigdes experimentais para a execucao da etapa de clean-up foram determinadas a
partir da avaliacdo da superficie de resposta, representadas na figura 2, sendo indicado a partir
destas, a melhor proporcgao dos sorventes testados, sendo: 26,0 mg para o Zsep, 15,7 mg para o
C18, 3,4mg para o GCB e 18,0 mg para o PSA.

Figura 2 - Superficies de resposta geradas pelo planejamento 2* para otimizagdo do método de
extragao de agrotdxicos em cenoura

1S

s
[ 4
‘mm
fwad

y

-
=



Il XXVI Seminario de Iniciacao Cientifica

SALAO DO UNIJUI20]3'. 6) XXIII Jornada de Pesquisa

XIX Jornada de Extensao

- o
CONHECIMENT “"‘ VIl Mostra de Iniciagdo Cientifica Junior
CIENCIA PARA A REDUCAQ DAS DESIGUALDADES VIl Seminério de Inovacio e Tecnologia

01 a 04 de outubro de 2018

Evento: Bolsistas de Iniciagdo Cientifica e Iniciagdo Tecnoldgica da Unijui

nm
nEm

suoaen
nanenm

4. Conclusoes

Os ensaios buscando o melhor método de extragao para o conjunto de agrotoxicos avaliados,
demonstrou melhor eficiéncia do método QUEChERS original para a cenoura e QUEChERS citrato
para o feijdo-vagem, as diferencas nas recuperagoes encontradas em cada método testado, podem
estar relacionadas a condigdes de pH proporcionadas por cada método e a influéncia do pH sobre
o equilibrio quimico que a espécie desenvolve no meio de extracdo. A partir do planejamento
experimental e da andlise das superficies de respostas geradas, foi possivel a identificagdo das
melhores proporcoes dos sorventes avaliados, levando-se em consideracdo a recuperagao do maior
numero de agrotdxicos em cada condigdo de clean-up. Posteriormente serao realizados os ensaios
do planejamento experimental para o feijao-vagem e também a validagao do método analitico
segundo o INMETRO para ambas matrizes.

Keywords: Pesticides; Mass spectrometry; Preparation of samples; Experimental planning.
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