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INTRODUCAO

Com o passar dos anos a populacao mundial cresceu significativamente, acarretando necessidade de
aumento na produgdo agricola. Para suprir as necessidades de produgdo, ocorreu um avango no uso de
agrotoxicos, os quais combatem pragas e doengas nocivas a producdo agricola. Além disso, o uso
indiscriminado desses compostos também pode causar efeitos adversos a saude humana se expostos a
estas substancias (Camino-Sanchez et al.,2010). A realizacédo da determinacdo de residuos de
agrotoxicos pode ser feita através da utilizagdo da cromatografia combinada com diferentes sistemas de
deteccao, tornando-se assim umas das técnicas analiticas mais utilizadas e de melhor desempenho
(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM; 2008). Atualmente, um dos métodos de preparo de amostra para anélise de
residuos mais empregados é o QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Robustand, safe), o qual consiste
no preparo de amostra, envolvendo a extracao dos analitos e a subsequente limpeza do extrato com a
finalidade de isolar os compostos de interesse e remover interferentes da matriz (CABRERA et al., 2012).
Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de estratégias para o preparo de amostra para a
determinagao de residuos de agrotdxicos em abobrinha (Cucurbita pepo) e batata doce (Ipomoea batatas).

MATERIAIS E METODOS

1. SELECAO DE AGROTOXICOS
Para definir os agrotdxicos que seriam utilizados durante o estudo, foi feito uma revisdo bibliogréfica
referente aos agrotdxicos permitidos e ndo permitidos para as culturas de abobrinha e batata doce, bem
como, das culturas de milho, trigo e soja, amplamente cultivadas na regiao.

2. PADROES E SOLUCOES ANALITICAS DOS AGROTOXICOS
Os padroes de agrotoxicos utilizados foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich, com pureza acima de 98%.

As solucdes padrao estoque foram preparadas na concentracio de 1000 mg. L' em acetonitrila grau HPLC,
armazenadas em frascos ambar a uma temperatura de -18°C e a partir dessa concentragao foram realizadas
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dilui¢bes de 100 mg. L. A partir dessas solucdes foi preparado uma mistura (Mix) com concentragéo 10,0
mg. L contendo todos os compostos. Através dessa, preparou-se as demais solugdes analiticas para o
desenvolvimento do trabalho.

3. PREPARO DAS AMOSTRAS

As hortalicas utilizadas foram a abobrinha (Cucurbita pepo) e a batata doce branca (Ipomoea batatas),
variedade Cuia, estes todos organicos, fornecidos pela UNICOPER - Cooperativa Central da Agricultura
Familiar Ltda. As amostras foram trituradas com cascas para diminuir a superficie de contato da matriz e
apos foram pesadas e armazenadas em tubos falcon e congeladas a -40°C em ultra congelador (modelo UCE
-20, marca ECO).

4. EXTRAGAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EMPREGANDO QuEChERS

As amostras isentas de agrotoxicos, de abobrinha e batata doce foram fortificadas nas concentracoes de 50 n

E|g. kg', e posteriormente foram realizados trés experimentos de extracio, utilizando os métodos
QuEChERS (original, citrato e acetato), os quais estdo apresentados na figura 1. Os testes foram realizados
em triplicata, com o objetivo de verificar qual seria o método que teria os melhores resultados de
recuperacao dos agrotoxicos injetados amostras fortificadas em ambas as matrizes de batata e abobrinha.

Figura 1: Método QUEChERS original, acetato e citrato
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Fonte: Elaborada pelo autor 2019

5. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Para o método QUEChERS que teve maior recuperagdo para cada tipo de hortalica, foi realizado o
planejamento experimental, o qual visa melhorar os resultados de recuperacdes e limpeza do extrato da
matriz, permitindo assim a melhor remogao dos interferentes. Para a batata doce e a abobrinha foram
gerados 27 ensaios, os quais foram utilizados para identificagdao das melhores condicoes de recuperacao e
limpeza do extrato da matriz, através da andlise estatistica da superficie de resposta. A tabela 1, apresentada

o0s ensaios gerados para a abobrinha.
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Tabela 1: Ensaios gerados pelo planejamento fatorial 2* para a abobrinha.

Terra Terra
ENSAIOQ E:g‘ (I:“S:) Diatomdicea (legs) ENSAIO %:g‘ E“S:) Diatomicea (C]::)
(ng) (ng)
1 1,0 10,0 5,0 10,0 15 20 30,0 15,0 10,0
2 1,0 10,0 5,0 30,0 16 20 30,0 15,0 30,0
3 1,0 10,0 15,0 10,0 17 05 200 10,0 20,0
4 L0 100 150 300 18 25 200 100 200
5 1,0 20,0 5,0 10,0 19 1,5 i 10,0 20,0
6 1,0 20,0 5,0 30,0 20 1,5 400 10,0 20,0
7 1,0 20,0 15,0 10,0 21 1,5 20,0 0 20,0
8 1,0 20,0 15,0 30,0 22 1,5 20,0 20,0 20,0
9 2,0 10,0 5,0 10,0 23 1,5 20,0 10,0 0
10

2,0 10,0 3.0 300 24 15 200 10,0 40,0
2,0 10,0 15,0 10,0 25(C) 1.5 200 10,0 20,0
2,0 10,0 15,0 300 26(Cy 15 200 10,0 20,0
20 300 5,0 100 27C)y 15 200 10,0 20,0
20 30,0 3,0 30,0

Fonte: Elaborada pelo autor 2019
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6. CONDICOES DO SISTEMA CROMATOGRAFICO E DO ESPECTROMETRO DE MASSAS

Para a determinacao dos residuos de agrotoxicos foi utilizado cromatdgrafo Agilent Technologies
7890B/7000C, com amostrador automatico modelo 7693. Os componentes foram separados em coluna capilar
de silica fundida HP-5MS com 30m de comprimento e didmetro interno de 0,25 mm, bem como a espessura
do filme de 0,25pm, consistindo de fase estacionaria de 5% fenil, 95% dimetilsiloxano. A aquisi¢ao dos ions
foi realizada através do modo de monitoramento de reagées multiplas (MRM). As condigOes de analise para o
sistema cromatografico foram: temperatura do injetor de 280 °C, volume de injecdo 1,0 pL (modo splitless),
programacao da temperatura do forno da coluna: temperatura inicial de 70 °C (1 min), aumento de
temperatura de 8 °C min-1 até 170 °C, seguido de 10 °C min-1 até 270 °C (15 min), vazao do gés de arraste
(Hélio) constante em 1,0 cm® min-1. As condigdes do espectrometro de massas: temperatura de transferline
de 280 °C, temperatura da fonte de ionizagdo: 230 °C, fonte de ionizagao por impacto de elétrons (70 eV), gas
de colisao Nitrogénio a pressao de 2 m Torr e velocidade 1,5 cm?® min-1. O tempo total de corrida
cromatografica de 28,95 min.

7. AVALIACAO DO PONTO OTIMO IDENTIFICADO ATRAVES DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
PARA A BATATA DOCE

A partir do ponto 6timo definido, foi realizada uma avaliacdo do mesmo, com a finalidade de verificar se a as
proporcgdes de sorventes utilizados na etapa de particao e clean-up estavam coerentes com os dados
estatisticos, encontrados através do planejamento experimental. A andlise para a verificagdo foi entdo
realizada seguindo o método QUEChERS citrato, sendo as amostras branco de batata doce fortificadas nas
concentracdes de 50 ug kg-', em triplicata e um branco.

8. ENSAIOS GRAVIMETRICOS

A avaliacao gravimétrica da remocdo de interferentes foi observada a partir da medida da massa de co-
extrativos remanescentes apds a etapa de limpeza. A avaliacdo constituiu na adigdo de 3 mL do extrato apos
a etapa de limpeza, em viais de 15 mL previamente pesados e secos em estufa por 24 horas, o solvente de
extragdo e os co-extrativos volateis foram evaporados sob atmosfera de gés nitrogénio até a completa secura.
Apbés a etapa de evaporacao os viais com co-extrativos ndo volateis foram armazenados em dessecador e
pesados até massa constante.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir da extragdo de multirresiduos de agrotoxicos em batata doce e abobrinha, através do método
QuEChERS original, acetato e citrato, obtivemos nos primeiros testes, os melhores resultados de
recuperacoes dos agrotoxicos para o método QUEChERS citrato para ambas as hortaligas. Avaliando a
recuperacgdo dos agrotoxicos e as variagoes de massas do reagente e de cada combinagdo dos sorventes
analisados, geraram-se seis graficos de superficies de resposta para cada hortalica. Com o auxilio do
programa statistica® 12.0, foram gerados os graficos, os quais estao apresentados na figura 2 (A) para a
abobrinha relacionando nos eixos os sorventes C18 e PSA, e na figura 2 (B) para a batata doce relacionando
nos eixos os sorventes PSA e GCB. Os resultados indicados a partir da analise da superficie de resposta para
a abobrinha, com a melhor proporgéao para o reagente utilizado na parti¢ao foi de 1,24 mg (NaC[]) e para os
demais utilizados na etapa de clean-up foram de: 22,70 mg (C18), 18,10 mg (PSA) e 15,40 mg (Terra
Diatomacea).

Figura 2: Superficies de respostas geradas pelo planejamento 2*, utilizando o programa statistica® 12.0,
para os ensaios da abobrinha e para os ensaios da batata doce.

[ | ]
SRESSS

(A)

Fonte: Elaborada pelo autor 2019.

As superficies de resposta para a batata doce também foram geradas e avaliadas, indicando, as
seguintes proporc¢oes: 1,10mg (NaC[]); 24,60 mg (PSA); 12,5mg (GCB) e 15,5mg (C18). As condicoes
otimas indicadas na avaliacdo estatistica foram desenvolvidas experimentalmente, obtendo desta forma,
nas condigoes indicadas: recuperacao de 28 compostos de um total 48. A partir disso verifica-se que
ocorreu uma recuperacao de 58,33% dos compostos, ou seja, 25% a menos do que recuperado nos
testes prévios. Por esse motivo a massa de GCB utilizada na otimizagdo do ponto 6timo foi reduzida
68% da massa inicial utilizada nos testes prévios e de avaliacdo do mesmo, pois no inicio era adicionado
12,5 mg do adsorvente, e ap0ds a otimizagao foi verificado que é necesséario a utilizacdo de apenas 4 mg
de GCB na etapa de clean-up. Obteve-se uma recuperacdo de 34 compostos, 70,83% dos agrotdxicos
avaliados, chegando mais préximo da percentagem atingida nos primeiros testes, a qual foi 83,33%. A
opcao em reduzir a quantidade de GCB indicado na condicdo 6tima deu-se pelo fato de que esse é um
sorvente constituido por uma grande estrutura de carbonos, além de ter uma grande superficie de
contato. Essas caracteristicas podem causar retencao de alguns analitos planares, o que pode ter
ocasionado a baixa recuperagao, além de reter alguns compostos de interesse durante a etapa de
limpeza da matriz.
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CONCLUSOES

Através do estudo realizado nas matrizes de batata doce e abobrinha, foi possivel avaliar o
comportamento fisico-quimico dos 48 agrotéxicos utilizados na fortificacio das mesmas. E possivel
verificar que cada hortalica possui caracteristicas diferentes umas das outras, como por exemplo,
pigmentacdo e pH as quais podem interferir no método de extracdo dessas matrizes. Também foi
possivel encontrar resultados satisfatorios para os valores de recuperagdo tanto nos testes iniciais,
quanto durante as etapas de otimizacdo do ponto 6timo para o método QuEChERS citrato, assumindo
esse como 0 método com maior percentagem de recuperacdo dos compostos injetados na matriz de
batata doce e abobrinha. A partir dos resultados conseguiu-se realizar os 27 ensaios dos planejamentos
experimentais, 0s quais permitiram encontrar a melhor relacdao entre os fatores avaliados, conseguindo
entdo maximizar a etapa de limpeza e recuperacao dos agrotdxicos avaliados. Através das recuperagoes
encontradas, foi verificando a importéancia da realizagdo dos testes iniciais, para tomada de decisao do
método de extracao, além de que a otimizacdo do processo através do planejamento experimental
permite uma economia na quantidade de reagentes, solventes e sorventes utilizados na aplicacao dos
métodos estudados.Com a realizagdo dos testes gravimétricos para a batata doce, é possivel verificar que na
etapa de limpeza estd ocorrendo a retirada de pigmentos, porém, a mesma pode estar retendo alguns
agrotéxicos de interesse, interferindo nos resultados de recuperacdo. O ensaio gravimétrico apresentou
eficiéncia de 77,6% (m,m) na etapa de clean-up, removendo co-extrativos como pigmentos e metabdlitos
secundarios. A partir dos resultados, a proxima etapa a ser realizada serd a verificacdo das condigées 6timas
indicadas pelo planejamento experimental para a abobrinha, e posterior validacdo dos métodos analiticos
segundo o INMETRO para ambas as hortalicas estudadas.

Palavras Chaves: gas chromatography, determination of pesticides, experimental design, liquid
spectrometry.
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