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APRESENTACAO

A colecao “Ciéncias Exatas e da Terra: Aprendizado Integracdo e Necessidades do
Pais” € uma obra que objetiva uma profunda discusséao técnico-cientifica fomentada por
diversos trabalhos dispostos em meio aos seus dezoito capitulos. O volume abordara de
forma categorizada e interdisciplinar trabalhos pesquisas relatos de casos e/ou revisées
que transitam nos varios caminhos das Ciéncias exatas e da Terra bem como suas
reverberagdes e impactos econémicos e sociais.

O objetivo da obra é apresentar de forma clara e categorizada estudos e pesquisas
realizadas em diversas instituicdes de ensino e pesquisa do pais. Em todos esses trabalhos
a linha condutora foi o0 aspecto relacionado as Ciéncias Naturais tecnologia da informacéo
ensino de ciéncias e areas correlatas.

Temas diversos e interessantes sdo deste modo discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos mestres e todos aqueles que de alguma
forma se interessam por inovacdo tecnologia ensino de ciéncias e afins. Possuir um
material que demonstre evolugéo de diferentes campos da engenharia ciéncia e ensino de
forma temporal com dados geograficos fisicos econémicos e sociais de regides especificas
do pais é de suma importancia bem como abordar temas atuais e de interesse direto da
sociedade.

Deste modo a obra Ciéncias Exatas e da Terra: Aprendizado Integracéo e
Necessidades do Pais apresenta uma profunda e sélida fundamentagéo teérica bem com
resultados praticos obtidos pelos diversos professores e académicos que desenvolvem seu
trabalho de forma séria e comprometida apresentados aqui de maneira didatica e articulada
com as demandas atuais. Sabemos o0 quéo importante € a divulgagéo cientifica por isso
evidenciamos também a estrutura da Atena Editora capaz de oferecer uma plataforma

consolidada e confiavel para estes pesquisadores exporem e divulguem seus resultados.

Francisco Odécio Sales
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RESUMO: A utilizacdo de agrotoxicos de modo
indiscriminado e sem orientacdo € propulsor
de inUmeros problemas como a contaminagéo
de alimentos recursos hidricos e complicagbes
na saude. O Brasil € um dos paises com
maior evolugdo no consumo de agrotoxicos.
Atualmente 425 ingredientes ativos tém uso
autorizado e 2.356 produtos estdo liberados para
comercializagdo. Tendo em vista a importancia

Ciéncias Exatas e da Terra Aprendizado, Integracéo e Necessidades do Pais

de estudos nesta area o trabalho objetivou o
desenvolvimento de método analitico visando
a determinacé@o de residuos de agrotoxicos em
cenoura e feijao-vagem utilizando a técnica
de Cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS/MS). Foi
utilizado um planejamento fatorial experimental
24 variando-se as proporgdes dos sorventes de
limpeza e NaCl buscando um extrato mais livre
de coextrativos e a recuperacdo dos analitos.
A partir dos ensaios realizados foi possivel
obter o melhor método de extracdo sendo o
método QUEChERS original para a cenoura e
QUEChERS citrato para o feijao-vagem bem
como as melhores propor¢des dos sorventes
para ambas as hortalicas.

PALAVRAS - CHAVE: Pesticidas Espectrometria
de massa Preparacdo de amostras Design
experimental.

DEVELOPMENT OF ANALYTICAL
METHODOLOGY FOR THE
DETERMINATION OF PESTICIDES IN
CARROT AND POD-BEANS BY GC-MS/
MS
ABSTRACT: The use of pesticides in an
indiscriminate  manner and without guidance
is the driver of numerous problems such as
contamination of food water resources and
health complications. Brazil is one of the countries
with the greatest evolution in the consumption
of pesticides. Currently 425 active ingredients
are authorized for use and 2 356 products are
released for sale. In view of the importance of
studies in this area the work aimed to develop an
analytical method aimed at determining pesticide
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residues in carrots and green beans using the gas chromatography technique coupled with
mass spectrometry (GC-MS / MS ). An experimental factorial design 24 was used varying the
proportions of the cleaning sorbents and NaCl seeking a more extract free of coextractive
and the recovery of the analytes. From the tests performed it was possible to obtain the best
extraction method the original QUEChERS method for carrots and QUEChERS citrate for
green beans as well as the best proportions of sorbents for both vegetables

KEYWORDS: Pesticides Mass spectrometry Preparation of samples Experimental desing.

11 INTRODUGAO

A agricultura brasileira alcangou forte crescimento nas Ultimas trés décadas. A
Revolucéo Verde permitiu aumento de produtividade a partir da implantagdo 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 (FAO 2018).

Os beneficios da Revolugéo Verde séo evidentes porém para garantir a producao
de alimentos os produtores tornam-se dependentes do uso de fertilizantes agrotdxicos
e combustiveis fosseis. Com isso as consequéncias estdo vinculadas diretamente ao
impacto ambiental (DJUR FELDT 2019). O uso indiscriminado e sem orientacao adequada
dos agrotoxicos é propulsor de inUumeros problemas desde exposi¢cdo ocupacional
contaminacgéo de alimentos contaminacgéo dos recursos hidricos e sérios problemas a satude
(BARBOSA 2004).Diante do cenario apresentado este trabalho objetiva desenvolvimento
de metodologia analitica para determinacdo de residuos de agrotdxicos em culturas
de cenoura e feijao-vagem buscando através de estudo e planejamento experimental
encontrar as melhores condi¢cbes de extracao e clean-up.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparo das solucdes

Preparou-se individualmente 10 mL de solugédo estoque aproximadamente 1000
mg L'de cada agrotoxico. Apés foram preparadas solu¢des analiticas individuais dos
compostos em estudo na concentragéo de 100 mg L. A partir destas solu¢des preparou-
se uma mistura (mix) na concentracdao 10 mg L'contendo todos os compostos e por
diluicdo uma mistura na concentragéo 1 0 mg L. Todas as solu¢des foram preparadas em
Acetonitrila (MeCN) grau HPLC.

As amostras utilizadas no estudo foram feijdo-vagem (Phaseolus vulgaris L.)
e cenoura (Daucus carota L.) providos pela UNICOOPER — Cooperativa Central da
Agricultura Familiar Ltda. O preparo de hortalicas com cascas consiste em tritura-las e
em sequéncia congelamento da amostra em temperatura de - 40°C em ultra-congelador
(modelo UCE — 20 marca Eco).
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2.2 Desenvolvimento do método QUEChERS

Foram realizados primeiramente trés experimentos de extracdo baseados nos
métodos ja descritos na literatura consistindo: QUEChERS (original citrato e acetato) a fim
de avaliar qual método forneceria a extragdo com maior recuperacao dos compostos. Para
isso foram realizadas fortificagbes nas amostras em triplicata na concentracao de 50 ug
kg'. O calculo da recuperacao dos analitos apds a extracéo foi realizado por comparagéo
das areas dos cromatograma obtidos com injecoes em ftriplicata de padrbes no extrato
da matriz na mesma concentragé@o da fortificacdo. Apos a escolha do melhor método de
extracdo para cada matriz avaliada desenvolveu-se planejamento experimental fatorial
2* buscando encontrar as melhores condi¢des para a limpeza do extrato obtido (etapa de
clean-up) com o uso de diferentes sorventes e em diferentes combinacdes e proporcoes.
Dessa maneira foram gerados 27 ensaios conforme a Tabela 1 para obtengéo da superficie
de resposta e escolha das condigOes ideais para extragéo e limpeza. Os resultados foram
avaliados com auxilio do software Statistica® 12.0.

Ensaio NaCl PSA  TerraDiatomacea C18 Ensaio NacCl PSA  TerraDiatomacea C18
(9) (mg) (mg) (mg) (@) (mg) (mg) (mg)

1 1,00 10,00 5,00 10,00
2 1,00 10,00 5,00 30,00 15 2,00 30,00 15,00 10,00
3 1,00 10,00 15,00 10,00 16 2,00 30,00 15,00 30,00
4 1,00 10,00 15,00 30,00 17 0,50 20,00 10,00 20,00
5 1,00 30,00 5,00 10,00 18 2,50 20,00 10,00 20,00
6 1,00 30,00 5,00 30,00 19 1,50 0,00 10,00 20,00
7 1,00 30,00 15,00 10,00 20 1,50 40,00 10,00 20,00
8 1,00 30,00 15,00 30,00 21 1,50 20,00 0,00 20,00
9 2,00 10,00 5,00 10,00 22 1,50 20,00 20,00 20,00
10 2,00 10,00 5,00 30,00 23 1,50 20,00 10,00 0,00
1 2,00 10,00 15,00 10,00 24 1,50 20,00 10,00 40,00
12 2,00 10,00 15,00 30,00 25(C) 1,50 20,00 10,00 20,00
13 2,00 30,00 5,00 10,00 26(C) 1,50 20,00 10,00 20,00
14 2,00 30,00 5,00 30,00 27(C) 1,50 20,00 10,00 20,00

Tabela 1 - Ensaios para planejamento fatorial 24 para cenoura e feijao-vagem
Na Figura 1 estdo descritos os trés métodos utilizados nos ensaios os blocos em

cor laranja identificam a etapa da extracdo logo na sequéncia a cor verde caracteriza a

particdo enquanto a cor vermelha representa a fase de clean up.
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Método QUEChERS Método QUEChERS Método QUEChERS
citrato original acetato

10 g de amostra 10 g de amostra 15 g de amostra
(Tuho falcon 50 mi) (Tubo falcon 50 mL) (Tubo falcon 50 mL)
10 mL de MeCN 10 mL de MeCN 15 mL de MeCN

+
150pL de CH3COONa
4 g de MgSOs4 Ll 40 de MaSO
+ ,0 mg de MgSO4
1,0 g NaCl + _ 6,0 g de MgSQO4
+ 1,0 g de NaCl +
1,0 g CsNas07.2H:0 1,5 g de CH3COONa
+
0 B a CaHeNasO» 1 BHAN
1,0 mL sobrenadante 1,0 mL scbrenadante
1,0 mL de sobrenadante * +
+ —| 150,0 mg MgSO4 300,0 mg MgSO«
- 150,0 mg MgSQ4 + L +
+ 2,5mg PSA 50,0 mg PSA
25,0 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)

Figura 1 - Método QUEChERS citrato original e acetato respectivamente.

A partir da obtencao das melhores condi¢des para a limpeza do extrato foi avaliada a
eficiéncia real das condic¢des indicadas estatisticamente através da superficie de resposta
gerada com os resultados dos 27 ensaios desenvolvidos. A eficacia do clean-up também
foi avaliada a partir do ensaio gravimétrico por meio da verificagdo dos co-extratos da
matriz ndo volatil. Para isso utilizou-se 3 mL do extrato final das matrizes com e sem
clean-up. As aliquotas foram colocadas em viais de 15 mL devidamente secos em estufa
a 100°C e as amostras evaporadas sob gas nitrogénio. Os co-extratos nao volateis foram
determinados gravimetricamente utilizando balanga analitica de precisdo modelo AR2140
da marca Ohaus Corporation.

2.3 Condicoes cromatograficas e do espectrometro de massas

O estudo desenvolveu-se por cromatografia em fase gasosa acoplada ao
espectrdmetro de massas em série com analisador tipo triploquadropolo (GC-(TQ)-MS/MS)
Agilent Technologies 7890B/7000C com amostrador automatico modelo 7693. O estudo
das condi¢des de operagdo do espectrdmetro de massas para a obtengédo dos espectros
caracteristicos de cada analito foi obtido a partir da injecéo de 1uL de uma solugéo 10 mg
L' de cada composto individual no modo full scan (ions totais) possibilitando a identificacao
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.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Para a separacao cromatografica foi avaliado as melhores condi¢cdes de temperatura
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do injetor a partir das temperaturas de ebulicdo de cada composto bem como a otimiza¢ao
das condi¢bes para a rampa de aquecimento do forno da coluna visando separar o maior
namero de analitos. Para a operagédo do espectrdmetro no modo de Monitoramento de
Reacdes Multiplas (MRM) foi necesséria a selecéo/avaliagéo 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 fragmentacéo do ion para qualquer composto no mesmo segmento de analise.

Para a cenoura com a utilizagdo do método QUEChERS original foi alcangado
recuperacéo entre 70% e 120% para 40 compostos com o QUEChERS citrato 29 compostos
e com o QUEChERS acetato apenas 4 compostos de um total de 48. Para o feijao-vagem
o método QUEChERS citrato apresentou recuperacdo de 41 compostos para o Quechers
original 35 compostos e para o QUEChERS acetato 28 compostos na faixa de 70% a 120%.
Desta forma adotou-se o método QUEChERS Original para extragcdo dos compostos na
cenoura enquanto que para o feijao-vagem utilizou-se do método QUEChERS citrato pois
foram os que apresentaram um maior nimero de recuperacao dos compostos.

Na Figura 2 estéao representadas as superficies de respostas para a cenoura (a) com
a interacao com os sorventes PSA e Z-SEP e para o feijao-vagem (b) com a interacao dos
sorventes C18 e PSA. Conforme os resultados obtidos por meio da analise da superficie de
resposta para o feijao-vagem a melhor proporgcéo dos sorventes testados sendo estes: 0
4210 g para NaCl 22 46 mg para PSA 15 79 mg para Terra Diatoméacea e 0 0 mg de C18.

=“§ B
< .-
B [ EET)
E;" £« o

: [ 3
=f” — S

(a) (b)

Figura 2-Superficies de resposta geradas pelo planejamento 2 para otimizagdo do método de
extragé@o de agrotoxicos (a) cenoura (b) feijao-vagem.

As superficies de resposta dos ensaios realizados com a cenoura também foram

avaliados indicando as melhores condi¢des experimentais na execuc¢éo da etapa de clean-
up: 26 0 mg para o Z-sep 15 7 mg para o C18 (octadecilsilano) 3 4 mg para o GCB
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(do inglés grafitized Carbon Black) e 18 0 mg para o PSA (amina primaria secundaria).A
verificagcdo da recuperagdo dos compostos bem como a eficiéncia do clean-up a partir
das condicbes indicadas resultou em uma recuperacéo entre 70 e 120% apenas para 9
compostos dentre um total de 48 agrotoxicos. Os co-extratos da matriz ndo volatil avaliados
através do ensaio gravimétrico evidenciou que houve uma remocgéo de 92 37% dos co-

extrativos presentes na amostra.

41 CONCLUSOES

Os ensaios buscando o melhor método de extragédo para o conjunto de agrotoxicos
avaliados demonstrou melhor eficiéncia do método QUEChERS original para a cenoura
e QUEChERS citrato para o feijao-vagem. A partir do planejamento experimental e da
andlise das superficies de respostas geradas foi possivel a identificacdo das melhores
propor¢des dos sorventes avaliados levando-se em consideragéo a recupera¢ao do maior
namero de agrotoxicos em cada condi¢do de clean-up. A baixa recuperagédo apresentada
na verificagcdo do ponto 6timo de limpeza para a cenoura pode estar vinculada a adsorgao
dos agrotoxicos aos sorventes de extracdo necessitando reavaliar os sorventes utilizados
visando a recuperag¢do de um maior numero de agrotoxicos durante a etapa de extracéo
e clean-up. Da mesma forma sera testado as condigbes 6timas apresentadas pelo
planejamento experimental para o Feijao Vagem permitindo assim a avaliagdo real dos
compostos recuperados apos a etapa de clean-up. Atendidas as condicdes de extragcéo e
limpeza os métodos para ambas as matrizes passardo pela etapa de validacdo analitica
segundo os critérios do INMETRO e testes em hortalicas disponiveis em supermercados.
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