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RESUMO

A elevada carga de agrotoxicos empregada nas monoculturas de graos e de cana-de-agucar no
Cerrado brasileiro, em especial através da pulverizacao foliar, tem colocado em risco de
contaminagdo uma ampla faixa de extensao territorial. Dentre dessa, arvores frutiferas nativas
do Cerrado e que vém sendo descobertas pelo brasileiro podem estar recebendo residuos de
agrotoxicos de forma indireta. Portanto, o monitoramento de agrotoxicos nas espécies mais
consumidas pelo povo local se faz necessario, a fim de garantir a seguranca alimentar. Esse
trabalho buscou desenvolver um método para determinar residuos de seis agrotoxicos,
empregados nas monoculturas da regido, na polpa do pequi, fruto mais identitario da regido do
Cerrado brasileiro. Para isso, o trabalho descreve o desenvolvimento e a otimizagao da extragao
solido-liquido com particdo em baixa temperatura (ESL-PBT) de residuos dos agrotdxicos
carboxina, carbendazim, clorpirifés, diuron, terbutilazina e tiabendazol da polpa do pequi, com
analise dos extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector por arranjo de
diodos (UV-VIS). A otimizacdo do método ESL-PBT foi realizada por planejamentos
experimentais, sendo avaliados 8 fatores em 2 niveis que afetam a recuperacao dos agrotoxicos
da polpa de pequi. Os fatores otimizados foram: solvente extrator - acetato de etila; volume de
solvente - 7,2 mL; massa da amostra - 0,5000 g; agitacdo Vortex; volume de agua - 3,4 mL;
tempo de congelamento - 3 h; tempo de contato dos agrotdxicos e a polpa - 15 min, e; auséncia
de centrifugacdo na etapa de particdo. As condi¢des otimizadas resultaram em extragdes dos
agrotoxicos na faixa de 71,0 -103,7 %. O método de andlise dos agrotoxicos foi relativamente
rapido, com um tempo total de 12 min. A validacdo do método foi realizada a partir da avaliacdo
de alguns parametros analiticos do método. Na validagdo foi observada uma boa linearidade de
resposta do método em uma ampla faixa de concentragao dos agrotoxicos. O método apresentou
limites de quantificacdo, 0,008 a 0,500 mg L"!, abaixo de outros métodos desenvolvidos para
determinagdo dos agrotoxicos estudados em matrizes alimenticias. A eficacia do método ESL-
PBT para extragao dos residuos de agrotoxicos da polpa de pequi foi confirmada pelas altas
taxas de recuperagdo dos agrotoxicos e do extrato limpido e livre de interferéncias (baixo efeito
matriz) obtidos no trabalho. Desta forma, foi possivel desenvolver e otimizar o método ESL-
PBT de residuos de agrotoxicos da polpa de pequi, disponibilizando uma ferramenta analitica

para monitoramento de residuos nesse fruto, inexistente atualmente na literatura.

Palavras-chave: Agrotoxicos, Pequi, CLAE-DAD, ESL-PBT, otimizacdo, planejamento

experimental.



ABSTRACT

The high load of pesticides employed in grain and sugarcane crops in the Brazilian Cerrado,
especially through leaf spraying, has put at risk of contamination a wide range of territorial
extension. Among these, native fruit trees from the Cerrado, which have been recently
discovered by Brazilians, may be receiving pesticide residues indirectly. Therefore, the
monitoring of pesticides in fruits most consumed by local people is necessary to ensure food
security. This work aimed to develop a method to determine residues of six pesticides in the
Pequi pulp, the most identity fruit of the Brazilian Cerrado region. For this, the work describes
the development and optimization of solid-liquid extraction with low-temperature partitioning
(SLE-LTP) residues of the pesticide carboxin, carbendazim, chlorpyrifos, diuron,
terbuthylazine and thiabendazole of Pequi pulp, with analysis of extracts by high-performance
liquid chromatography with a diode array detector (UV-VIS). The optimization of the SLE-
LTP method was performed by experimental design, and eight factors at different levels that
affect the pesticide recovery from Pequi pulp were evaluated. The optimized factors were
extractor solvent - ethyl acetate; solvent volume - 7.2 mL; sample mass - 0.5000 g; type of
agitation - Vortex; water volume - 3.4 mL; freezing time - 3 h; contact time - 15 min; and
absence of centrifugation in the partitioning step. The optimized conditions resulted in the
extraction of pesticides from Pequi pulp in the range of 71.0-103.7 %. The method of analysis
of pesticides was relatively fast, with a total time of 12 min of analysis. The validation of the
method was performed from the evaluation of some analytical parameters of the method.
Validation showed a good linearity of response of the method over a wide range of pesticide
concentrations. The method presented quantification limits, 0.008 to 0.500 mg L™, below other
methods developed to determine the pesticides studied in food matrices. The effectiveness of
the SLE-LTP method for extracting pesticide residues from Pequi pulp was confirmed by the
high recovery rates of pesticides and the clear and interference-free extract (low matrix effect)
obtained in the work. In this way, it was possible to develop and optimize the SLE-LTP method
for the extraction of pesticide residues in Pequi pulp, providing an analytical tool for the

monitoring of pesticide residues in this fruit, which is not currently available in the literature.

Keywords: Pesticides, Pequi, HPLC-DAD, SLE-LTP, optimization, experimental design.
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1 INTRODUCAO

Com area superada apenas pela Amazonia brasileira, o Cerrado se encontra em segundo
lugar em termos de 4rea e bioma brasileiro, e ocupa cerca de 21 % de todo territorio nacional.
Seu clima ¢ sazonal, sendo que a temporada de chuvas ocorre de outubro a margo, seguido por
uma estiagem de abril a setembro (KLINK; MACHADO, 2005).

O Cerrado brasileiro possui uma flora com uma grande diversidade de espécies
frutiferas. O pequizeiro, Caryocar brasiliense Camb., ¢ uma destas espécies, que como as
demais, possui alto potencial de exploragdo, tanto para a 4rea da satide quanto para a alimenticia
(ALVES, et al., 2014), além de ocorrer também a exploracdo da madeira para as construgdes
rurais e fabricacao de moveis (ANJOS; CHANCHAR; AKIMOTO, 2002). Por este motivo, o
interesse humano pela espécie pode gerar uma exploracdo nao sustentavel, que ameaga a sua
preservacao (ALVES, et al., 2014).

Considerada por alguns como arvore simbolo do cerrado, espécies do pequizeiro
ocorrem em todas as regides do Brasil, e também nas savanas, que possuem vegetagdes
semelhantes as do cerrado brasileiro, da Costa Rica até o Paraguai. Como ¢ uma espécie comum
nestas areas, o pequi, Figura 1, fruto proveniente do pequizeiro, se torna um alimento
indispensavel na alimentagdo das comunidades que vivem nas areas em que ocorrem essa

arvore frutifera (OLIVEIRA, ef al., 2009).

Figura 1 — O pequizeiro e seus frutos, o Pequi.

Fonte: Busca Google/imagens: pequizeiro, frutos do pequizeiro, pequi espinhos.
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O pequi possui 4 estruturas principais, o exocarpo externo de cor marrom-esverdeada,
0s mesocarpos externo e interno, sendo o interno a parte comestivel da fruta, de cor amarelo-
claro a alaranjado escuro, e o externo, formado por uma polpa branca. A protecao da semente,
que também ¢ comestivel, ¢ o endocarpo interno, coberto por espinhos, € com coloragdo
marrom (ALVES, et al., 2014).

O pequizeiro atinge em média de 6 a 8 metros de altura. De agosto a novembro, o
pequizeiro floresce e suas flores possuem em média de 5,0 a 7,5 cm de didmetro, com variagao
de cores de esverdeada a branca, e sdo polinizadas principalmente por morcegos nectarivoros.
Os pequis amadurecem de 3 a 4 meses ap6s a polinizagdo e cada arvore gera em média de 500
a 2000 frutos por safra. Os frutos possuem dimensdes que variam de 4 a 7 cm de alturae 6 a
8 cm de didmetro, e possui massa média de 100 a 220 g (RAMOS; SOUZA, 2011).

A colheita do pequi ¢ predominantemente extrativista e representa fonte de renda e
emprego para diversas familias na época da safra, sendo que at¢ 57 % da renda dos
trabalhadores rurais do cerrado vem da comercializacdo de frutos provenientes da sua regido.
Sua producdo ¢ destinada para alimentacdo, para fabricagdo de cosméticos e também para a
extracdo de odleos, e por possuir importante valor economico, ¢ conhecido como o ouro do
cerrado (SANTOS, et al., 2013).

A polpa do pequi € rica em compostos e nutrientes essenciais para uma boa alimentacao.
Possui altos teores de fibras alimentares e lipideos, além de possuir mais compostos fenolicos
e carotenoides que grande parte dos frutos brasileiros (CORDEIRO, et al., 2013). A Tabela 1

mostra a composicao centesimal da polpa do pequi de um estudo feito em 3 estados brasileiros.

Tabela 1 — Composicéo centesimal da polpa do pequi (g 100 g).

Caracteristica TO GO MG
Umidade 72,17 56,21 54,78
Proteinas 4,09 3,73 3,73
Lipideos 8,39 24,27 26,15
Cinzas 0,85 0,63 0,67
Carboidratos totais 14,5 15,16 14,67
Valor energético (kcal/100g) 149,87 293,99 308,95

Fonte: (ALVES, et al., 2014).

A variagdo da composi¢do do pequi nos estados estudados foi baixa, com excec¢do do
estado de Tocantins, que apresentou divergéncias de umidade, lipideos e valor energético

quanto aos outros estados. O autor enfatizou que os resultados de seus estudos sao compativeis
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com a literatura. O teor elevado de lipideos do pequi constitui grande parte da sua fonte
energética, e além disso, o perfil de acidos graxos ¢ favoravel a saide, com composicdo de
cerca de 60 % de 4cidos graxos insaturados, sendo o 4cido oleico predominante (ALVES, et
al.,2014).

Como toda cultura, o pequizeiro pode sofrer com algumas doengas, como por exemplo
os fungos Lasiodiplodia theobromae ¢ Phomopsis sp., que causam a podriddo dos frutos; os
fungos Colletotrichum acutatum, causadores da antracnose (ANJOS; CHANCHAR;
AKIMOTO, 2002); os fungos Cylindrocladium clavatum, que apodrecem as raizes das mudas;
os fungos Cerotelium giacomettii e Phomopsis sp., que causam o mal do cipd, e; os fungos
Botryodiplodia theobromae, que podem causar a morte de pequizeiros em fase adulta. Estas
doengas, podem reduzir a qualidade dos frutos e a produtividade do pequizeiro, e
consequentemente, afetar a renda daquelas familias que dependem desta cultura para seu

sustento (SANTOS, et al., 2013).

1.1 Agrotoxicos

Ha registros que, desde a antiguidade, o homem utiliza substincias quimicas para o
controle ou eliminacao das pragas que afetam suas culturas agricolas, também com o intuito de
aumentar a produtividade da colheita e reduzir seus custos (ALVES FILHO, 2002). Essas
substancias quimicas possuem diversas denominagdes: agrotoxicos, defensivos agricolas,
pesticidas, praguicidas, remédios de planta ou veneno, e todas remetem a mesma classe de
substancias quimicas. Sao usados em plantacdes, florestas nativas, em ambientes urbanos,
industriais e rurais, e podem até ser utilizados no combate de vetores de doengas. Existem mais
de 1000 diferentes tipos de agrotdxicos, sendo eles usados como agentes inseticidas, herbicidas,
fungicidas, nematicidas, fumigantes, e outros compostos organicos, e suas formulacdes sdo
determinadas pelos principios ativos, que corresponderdo a sua atividade biologica
(BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).

No Brasil, a bancada ruralista do Congresso Nacional tem empregado uma politica em
prol do licenciamento dos agrotoxicos (SOARES; PORTO, 2012), e sua crescente utilizacao
tem causado uma série de impactos ambientais, como a contamina¢do dos seres vivos € sua
retencdo na agua, ar, solo, biota, entre outros. A aplicacdo arbitraria e descontrolada de
agrotoxicos pode causar efeitos agudos e cronicos aos seres vivos, € o nivel toxico, dose, tipo
de contato da substancia com o organismo e do tipo do organismo ird definir a magnitude da

contaminagao e os efeitos no ambiente (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).



14

Os agrotoxicos sao classificados quanto ao seu grau de periculosidade de classe I até a
classe IV, sendo que os de classe I sdo os mais toxicos, e os de classe IV os menos toxicos. A
dosagem letal, DLso, determina as classes de acordo com sua periculosidade. Essa classificagao
foi resultado de testes de laboratorio, em que ¢ determinada a dosagem letal do agrotdxico
administrados pela mesma via, oral, por exemplo, em 50 % dos animais utilizados na
amostragem experimental, que sdo geralmente ratos ou camundongos. Estas classificacdes

estao contidas na Tabela 2 (JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009).

Tabela 2 — Classificag¢do dos Agrotoxicos pela sua toxicidade.

Classe Grau de Toxicidade LDsg Cor da Faixa
I Extremamente toxico <5mgkg! Vermelha
II Altamente toxico Entre 5 ¢ 50 mg kg! Amarela
11 Medianamente toxico Entre 50 € 500 mg kg Azul
| AY Pouco toxico Entre 500 ¢ 5000 mg kg! Verde
- Muito pouco toxico Acima de 5000 mg kg -

Fonte: (PERES; MOREIRA, 2003).

A dosagem letal ¢ determinada pela quantidade em miligramas do agrotéxico pela massa
do corpo do individuo em quilogramas, enfatizando que a capacidade da substancia de causar
danos depende da quantidade absorvida pelo corpo. Portanto, quanto mais toxico o agrotoxico,
menor quantidade dele sera suficiente para causar danos perigosos a saide do individuo, ou ao
meio ambiente como um todo (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).

A forma mais simples de aplicagdo de agrotoxicos ¢ a pulverizacdo manual. Nesta, os
agricultores aplicam de forma direta, com o auxilio de um pulverizador manual o agrotoxico
diretamente no local a ser tratado (SOARES; PORTO, 2012), o que pode causar a contaminagao
tanto do cultivo, como do meio ambiente, e do proprio agricultor. Porém, tanto outros cultivos
como o meio ambiente podem ser contaminados de forma indireta. Uma forma de contaminagao
indireta ¢ a pulverizagdo aérea de agrotoxicos, onde os residuos podem ser levados pelas
correntes aéreas a locais diferentes de onde sao aplicados originalmente, podendo contaminar
o solo, a agua, e até as vegetacdes (PERES; MOREIRA, 2003). Essa forma de aplicacao ¢ feita
principalmente com aeronaves, e € utilizada principalmente por estabelecimentos que possuem
grandes areas de cultivo, as quais a pulverizagdo manual seria praticamente inviavel. Ha
evidéncias de contaminacdes na agua e solo de areas do cerrado brasileiro associadas a
plantagdes nas mesmas areas (SOARES; PORTO, 2012). A Figura 2 mostra os 2 tipos de

pulverizacao citados.
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Figura 2 — Pulverizagdo de agrotoxicos — manual x aérea.

Fonte: Busca Google/imagens: pulveriza¢do manual, pulverizacdo aérea.

Na grande maioria dos paises, a producao agricola moderna ¢é totalmente dependente do
uso de agrotoxicos. Em 2004, no Brasil, foi divulgado pelo IBGE que foram utilizados cerca
de 2,8 kg de agrotoxicos por hectare plantado, colocando o Brasil em quarto lugar dos paises
que mais usam agrotoxicos (JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009), e de 2000 a 2012, esse
consumo aumentou em cerca de 200 % (CALDAS, 2016), o que supera o crescimento mundial
no periodo de 2002 a 2012, que foi em torno de 93 %. Com esse aumento exacerbado, o Brasil
se tornou, a partir de 2008, o maior consumidor de agrotoxicos do mundo (FREITAS, 2018).
Cerca de 50 % do total de agrotoxicos utilizados no Brasil correspondem a herbicidas, e 20 %
a fungicidas, que tém sido largamente empregados para o controle de varios fungos patogénicos
em frutas e verduras nos periodos pré e pds colheita, e em consequéncia disso, frequentemente
tém sido encontrados residuos destes em alimentos. Portanto, para minimizar os riscos de
contaminac¢do dos seres humanos e do meio ambiente por agrotdxicos, deve-se reduzir o uso de
agrotoxicos principalmente nas etapas de plantio das culturas, e também deve-se realizar
monitoramento nos produtos agricolas, frutos e verduras (JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ,
2009).

O cerrado Brasileiro vem sofrendo com uma grande expansdo de atividades agricolas
de monoculturas em suas areas. A baixa fertilidade do solo do cerrado intensifica o uso de
agrotoxicos e fertilizantes, causando um problema nao s6 ambiental, mas de saude publica.
Dentre varias monoculturas, pode-se destacar a cana de agticar, milho, soja, algoddo, arroz
cerqueiro e sorgo, entre outros (SOARES; PORTO, 2007). Conforme os estudos da ANVISA
(ANVISA - AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016), alguns dos
principais agrotoxicos utilizados nestas monoculturas sdo os seguintes: Carbendazim,
Carboxina, Clorpirif6s, Diuron, Terbutilazina e Tiabendazol. Devido ao potencial de uso destes

agrotoxicos em dareas do cerrado Brasileiro, além da possibilidade de serem usados para
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tratamento de diversas doengas e pragas que acometem o pequizeiro, estes foram selecionados

para o estudo realizado neste trabalho. A Tabela 3 traz algumas informagdes a respeitos destes

agrotoxicos.
Tabela 3 — Agrotoxicos escolhidos para estudo.
Agrotoxicos  Grupo quimico Classe Clas.s1ﬁc'ag.:ao Férmula Estrutural
Toxicologica
H
[
Carbendazim  Benzimidazol = Fungicida Classe 111 @: N >—NHCO,GH,
N
= O
Carboxina Carboxanilida Fungicida Classe III [ S |
)
S
Inseticida I
’ Cl N_ _OP(OCH,CH
Clorpirifés  Organofosforado formicida e Classe II L ( M),
acaricida | _
Cl Cl
Cl NHCON(CH
Diuron Uréia Herbicida Classe 111 ; : : (CH),
Cl
Cl N N NHC(CH,),
|
Terbutilazina Triazina Herbicida Classe I1I N Y N
NHCH,CH,
H
|
Tiabendazol Benzimidazol Fungicida Classe IV @ N>_(‘ S
/
N N =

Fonte: (ANVISA - AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2019).

Dos 6 agrotéxicos selecionados, 3 pertencem a classe dos fungicidas. Das doencas
relatadas no pequizeiro todas sdo causadas por fungos e, por este motivo, estes compostos
podem ser utilizados de forma direta para controle dos fungos, vindo a deixar residuos em seus
frutos. Os demais, inclusive os fungicidas, por serem indicados para controle de doengas e
pragas em monoculturas cultivadas na area do cerrado brasileiro, podem vir a contaminar
indiretamente o pequizeiro através das pulverizacdes aéreas, também deixando residuos em

seus frutos.
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A ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, é o o6rgdo publico que
regulamenta e fiscaliza a utilizacdo de agrotoxicos no Brasil. O Programa de Andlises de
Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) foi iniciado a partir de 2001, e visa o
monitoramento de frutas e verduras consumidos no Brasil, e a disponibilizagao das informagdes
dos monitoramentos realizados a sociedade (PERES; MOREIRA, 2003).

Através de estudos, os agrotdxicos sdo classificados pela ANVISA conforme seu grau
de toxicidade, sao determinados o Limite Maximo de Residuos (LMR) para os frutos
monitorados, e a Ingestao Diaria Aceitavel (IDA), conforme exemplos contidos na Tabela 4

(ANVISA - AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016).

Tabela 4 — LMR (mg kg') e IDA (mg kg™ m.c.) dos agrotéxicos estudados para algumas culturas

agricolas cultivadas em dreas do cerrado Brasileiro.

LMR (mg kg™) mg kg m.c.
Agrotoxico Algodio Milho ia;‘i :re Soja IDA
Carbendazim 0,1 0,05 - 0,5 0,02
Carboxina 0,2 0,05 - 0,2 0,1
Clorpirifos 0,5 0,1 - 0,01 0,1
Diuron 0,1 0,05 0,1 0,2 -
Terbutilazina - 0,1 - - -
Tiabendazol - 0,2 0,01 0,1 0,1

Fonte: (ANVISA - AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2019).

As culturas contidas na Tabela 4 ndo sdo as Unicas com dados disponibilizados pela
ANVISA, existem uma série de outros alimentos estudados e monitorados, porém ¢ notoria a
auséncia de dados a respeito dos frutos do cerrado brasileiro. A Ingestao Diaria Aceitavel, IDA,
¢ a quantidade que, ingerida diariamente durante toda a vida, parece ndo trazer riscos para a
saude do consumidor. A unidade expressada para a IDA ¢ em miligramas por quilograma de
massa corporea (mg kg™ m.c.). O LMR ¢ um parimetro que indica um limite seguro de residuos
no alimento. Caso este valor seja excedido, ¢ constatada uma irregularidade, porém nao
significa que a satide do consumidor esteja em risco (ANVISA - AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2016).
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1.2 Métodos de extragio de residuos de agrotoxicos em alimentos

O uso de agrotoxicos possui um papel fundamental na protecdo e preservacao dos
alimentos, porém, como pode ocorrer o uso indiscriminado, ¢ necessario um monitoramento
completo de residuos de agrotoxicos nos alimentos. Com isso, o desenvolvimento, otimizagao
e validag¢do de métodos analiticos se fazem necessarios para atender esta demanda da sociedade
(JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009). A literatura traz diversos métodos de andlises de
extracao de residuos destes compostos da polpa dos frutos, sendo esta a etapa mais importante
do método, e deve ser realizada para cada matriz estudada, devido as caracteristicas fisico-
quimicas e composi¢ao dos frutos, que diferem muito uns entre os outros (AKRAM, et al.,
2017; GRANDE-MARTINEZ, et al., 2016; SANTANA; SOARES; FARIA, 2018). Devido a
auséncia na literatura de um método para extracao e andlise de agrotdxicos em polpa de pequi,
se faz necessario este trabalho, a fim de disponibilizar um método para o monitoramento destes
frutos, que sao cada vez mais apreciados pelos brasileiros.

A literatura descreve varios métodos de extracdo de residuos de agrotoxicos, ou também
a extracdo de multirresiduos de agrotoxicos, ou seja, a extracdo de residuos de diferentes
agrotoxicos em uma mesma amostra. Métodos como microextracao em fase solida (Solid-Phase
Microextraction — SPME), baseada na extragdo de analitos a partir de uma fibra extratora, sem
a necessidade de uso de solventes, em especial quando empregada em associagdo com a
cromatografia gasosa (LI, ef al., 2018; SILVA; PAWLISZYN, 2015); extra¢do em fase solida
(Solid-Phase Extraction — SPE), extragdo dos compostos de matrizes liquidas a partir da
retencdo em um adsorvente, compactado dentro de cartuchos, e posterior eluigdo com pequenos
volumes de solventes (ARES, et al., 2017; PELAJIC, et al., 2016); extragdo liquido-liquido
(Liquid-Liquid Extraction — LLE), baseada na extra¢cdo dos analitos de amostras liquidas com
um solvente orginico através de agitacdo manual, porém que emprega grandes volumes de
solventes toxicos (AKRAM, et al., 2018; GIROUD, et al., 2019); dispersdo da matriz em fase
solida (Matrix Solid-Phase Dispersion — MSPD), método baseado na maceragdo da amostra
solida ou semi-solida com um adsorvente, que funciona como um abrasivo rompendo as
interacdes entre analitos e amostras e posterior empacotamento da mistura sélida em um
cartucho e eluicdo com um pequeno volume de solvente extrator (BARRETO, et al., 2017,
FREITAS; SERAFIM; LANCAS, 2018); extracdo em ponto nuvem (Cloud Point Extraction —
CPE), extragdo de solutos de amostras liquidas por micelas de surfactantes a partir da separacao
de fases entre as micelas e a matriz da amostra (A-A KHAMMAS; AHMAD, 2016; KAIMAL,
et al., 2019); e QuUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), método que
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consiste, de forma simplificada, em trés etapas a de extragdo com solvente, partigdo com
mistura de sais e extracao em fase solida dispersiva, de forma quase simultanea, resultando em
extratos limpidos e com alta porcentagem de extragdo dos analitos (GRANDE-MARTINEZ, et
al., 2016; TIRYAKI, 2016), sao comumente aplicados para execucao desta determinacao de
agrotoxicos em alimentos. Entre todos estes métodos, o QuUEChERS se destaca por ser
reconhecido pela sua alta eficiéncia, baixo custo, facil utilizagdo e rapidez
(ANASTASSIADES, et al., 2003; PRESTES, et al., 2009), porém, se comparado com outros
métodos de extragdo, ele pode ser considerado um método muito moroso, por apresentar varias
pequenas etapas durante o processo de extracdo. Outro método, a extragdo solido-liquido com
particdo em baixa temperatura (ESL-PBT), tem sido utilizado com frequéncia para a extracao
de multirresiduos de agrotoxicos em diversos alimentos (GOULART, et al., 2019; GOULART,
2010; RODRIGUES, et al., 2018; SANTANA; SOARES; FARIA, 2018). Este, se comparado
as demais técnicas, possui menos etapas experimentais, e utiliza menor quantidade de solventes
organicos, o que consequentemente gera menos residuos e a torna um método de baixo custo
(RODRIGUES, et al., 2018) e, por isso, foi o método escolhido para o desenvolvimento deste
trabalho.

As extragdes liquido-liquido e solido-liquido com particdo em baixa temperatura
apresentam o mesmo principio, o que as diferencia € a amostra em que se deseja fazer a
extragdo. O pequi, por exemplo, ¢ uma amostra so6lida, portanto o método utilizado para a
extracdo de residuos de agrotoxicos neste fruto ¢ a extragdo solido-liquido com particdo em
baixa temperatura. Para extragdes em amostras liquidas, como por exemplo bebidas, a extragao
liquido-liquido com particdo em baixa temperatura seria 0 método correto a ser aplicado. Este
método consiste em colocar a amostra em contato com um solvente organico de temperatura de
fusdo baixa, em geral menor que -20°C, com menor densidade que a dgua, e que seja miscivel
nela. Apos essa etapa, a mistura ¢ deixada em repouso num freezer por tempo suficiente até o
congelamento da dgua, que particionara a amostra do solvente organico. Na parte superior, o
solvente organico, contendo os analitos extraidos da amostra € coletado, analisado por um
método de separacdo e quantificado, gerando em média bons resultados percentuais de

recuperacao (GOULART, 2010). A Figura 3 descreve o método ESL-PBT utilizado.
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Figura 3 — Esquema do método de extragdo solido-liquido com particdo em baixa temperatura.
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Fonte: proprio autor.

1.3 Métodos de Separacio e Quantificacio

Apds o emprego do método de extracdo, como se trata de extracdo multirresiduos,
geralmente a amostra contera mais de um tipo de analito (agrotoxico) diferente para ser
quantificado (RODRIGUES, et al., 2018). Além disso, a amostra podera conter substancias
indesejadas extraidas do proprio fruto, que interferem no sinal do analito. Portanto, para que
seja possivel quantificar cada agrotdxico presente na amostra, ¢ necessario empregar um
método de separacdo analitica (SKOOG, et al., 2008).

O objetivo das técnicas de separagao analitica € a eliminacao ou redugdo das substancias
que possam interferir no sinal do analito, de forma que toda informagao quantitativa dos analitos
que se deseja quantificar em uma mistura complexa possa ser obtida. A literatura lista algumas
técnicas de separacdo, entre elas, a cromatografia se destaca, pois se obtém toda informagado
quantitativa simultaneamente apdés a etapa de separagdo, enquanto que em outros
procedimentos, as etapas de separagdo e quantificagdo sdo completamente distintas, e
independentes uma da outra (SKOOG, et al.,, 2008). As técnicas cromatograficas mais
utilizadas atualmente para a separagdo e quantificagdo de residuos de agrotoxicos extraidos de
alimentos sdo a cromatografia gasosa (CG) (BARRETO, et al., 2017; FREITAS; SERAFIM;
LANCAS, 2018), e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (CALDAS;
GONCALVES; PRIMEL, 2011; RODRIGUES, et al., 2018).

A CLAE ¢é uma técnica que foi desenvolvida e comercializada a partir de 1969 e, desde
entdo, tem se destacado na determinacdo de diferentes substancias quimicas de polaridades
distintas, e sua popularidade vem aumentando devido a grande gama de possibilidades de
separacdo de diferentes tipos de amostras, e devido a velocidade e confiabilidade do método. A
CLAE ¢ um método fisico-quimico de separagdo, onde a separacdo acontece devido ao

equilibrio resultante da interacdo quimica do soluto entre duas fases, a fase estaciondria (FE) e
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a fase movel (FM). A fase estaciondria geralmente ¢ constituida de uma coluna recheada em
seu interior por uma fase fixa sélida ou com liquido polar ou apolar ligado ao sélido, e a fase
movel ¢ proveniente de um reservatorio de solventes, e € bombeada pela coluna com vazao
constante através de uma bomba de alta pressdo. A andlise ¢ iniciada quando a amostra ¢
injetada na FM, antes da coluna da FE, através de uma valvula de injecdo. Assim, a amostra ¢
empurrada através da coluna pela fase movel, e através das diferentes interagdes entre o analito
com a FM e a FE, os diferentes componentes do analito serdo separados, e¢ enviados
posteriormente a um equipamento de deteccdo, que gerara um sinal, com o qual sera possivel
quantificar os diferentes componentes da amostra através da intensidade de cada sinal. Os
equipamentos de deteccdo mais comuns empregados com a CLAE sdo o detector
espectrométrico de massas (MS, mass spectrometry), detector espectrofotométrico de absor¢ao
no ultravioleta-visivel (UV-VIS), detector por Arranjo de Diodos (DAD — UV-VIS) e detector
por Fluorescéncia (FL) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

O detector DAD (UV-VIS) possui alta resolucdo espectral e permite obter a cada
segundo o espectro de absor¢do, o que possibilita a confirmagdo dos compostos através do
espectro resultante. A cada pico gerado, as informagdes espectrofotométricas sdo geradas, e
estas informagdes podem confirmar a identidade do pico. A versatilidade, seletividade e
resolucao espectral desse detector permite o seu emprego em varios tipos de amostras, por isso
ele ¢ amplamente utilizado para andlises de agrotoxicos. Além disso, os resultados espectrais
gerados por ele podem ser comparados com uma biblioteca de espectros para confirmagao da
identidade dos compostos (CALDAS; GONCALVES; PRIMEL, 2011). A CLAE-DAD
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector por Arranjo de Diodos - UV-VIS) foi

o método de separagdo / detec¢do utilizado neste trabalho.

1.4 Planejamento de experimentos

Os métodos de extragao de residuos de agrotoxicos em alimentos devem ser ajustados
para cada matriz a ser estudada, pois as condig¢des experimentais de cada método dependem do
tipo de residuo a ser determinado, das caracteristicas quimicas da matriz do alimento e da
técnica de andlise a ser empregada. Desta forma, independentemente do método selecionado
para a extracao dos residuos de agrotoxicos, ele deve ser submetido a uma etapa de otimizagao
antes da sua aplicagdo as amostras alvo das andlises visando a obten¢do da méaxima taxa de

recuperagdo dos residuos da matriz da amostra.
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Existem diferentes formas de realizar a otimiza¢do de um método de extracdo, o
planejamento de experimentos tem sido uma ferramenta estatistica de elevada importancia neste
processo para que as condigdes 6timas do método sejam obtidas de forma rapida, econdmica e,
principalmente, confidvel, uma vez que as mesmas podem ser previstas por modelos
matematicos construidos com a execucao do planejamento (FANG, et al., 2017; HAO; LI; LIN,
2017).

O planejamento de experimentos mais comumente empregado em processos quimicos
¢ o planejamento fatorial ou planejamento fatorial completo (PFC). Em um planejamento
fatorial sdo investigadas as influéncias de todos os fatores (varidveis experimentais) de interesse
e os efeitos de suas interagdes sobre a resposta, realizando um numero reduzido de
experimentos. Se for avaliada a influéncia de k fatores experimentais, em dois niveis cada, o
PFC consistira na realizacdo de, no minimo, 2* experimentos. Assim, um planejamento fatorial
de 2 fatores requer no minimo 4 experimentos para se conhecer a influéncia desses fatores e de
sua interagdo sobre a resposta medida. Os fatores estudados podem ser qualitativos
(categbricos) ou quantitativos. Por exemplo, a concentracdo de um reagente ¢ um fator
quantitativo, pois pode assumir infinitos valores entre dois niveis, ja o tipo de solvente ¢ um
fator qualitativo, pois se utiliza o solvente A ou o solvente B no processo de extracdo (sim ou
nao). Os niveis dos fatores qualitativos ou quantitativos normalmente sdo codificados com os
sinais ( - ) e (+), nivel minimo e maximo, respectivamente, para facilitar a constru¢do da matriz
de planejamentos e dos modelos matematicos (BARROS NETO; BRUNS; SCARMINIO,
2010; LUNDSTEDT, et al., 1998).

O planejamento fatorial requer a realizacdo de um numero minimo de experimentos,
como visto anteriormente. No entanto, esses experimentos devem ser independentes e combinar
todos os niveis de todos os fatores estudados. A matriz de experimentos de um planejamento
fatorial para dois fatores em dois niveis cada ¢ apresentada na Tabela 5. Nessa matriz, a primeira
coluna se refere a quantidade de ensaios necessarios, a segunda e a terceira coluna se referem
as condicdes dos fatores 1 e 2 respectivamente, que sdo montadas alternando os niveis dos
fatores. Na segunda coluna, alterna-se o nivel de um experimento para outro e na terceira,
alternam-se os niveis de dois em dois experimentos, sempre iniciando pelo nivel inferior ( - ),
garantindo assim que os 4 experimentos sejam realizados com todas as combinagdes possiveis
entre os niveis dos fatores (nenhuma linha na Tabela 5 se repete). Para um nimero maior de
fatores as colunas seguirdo a mesma logica: para 3 fatores alternam-se os niveis a cada 4
experimentos, para 4 fatores a cada 8 experimentos e assim por diante. E importante ressaltar

que os experimentos devem ser realizados de forma aleatoria, ndo necessariamente na sequéncia
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apresentada na Tabela 5, para impedir que fatores que nao estdo sendo estudados contaminem
os efeitos que se deseja investigar (BARROS NETO; BRUNS; SCARMINIO, 2010;
LUNDSTEDT, et al., 1998).

Tabela 5 - Matriz de experimentos para um planejamento fatorial 2°.

Fatores
Experimentos
1 2 1x2
1 - - +
2 + - -
3 - + -
4 + + +

Fonte: proprio autor.

O efeito que um determinado fator possui sobre o processo, por exemplo, na extragao
dos residuos de agrotoxicos da amostra, ¢ determinado pela diferenca entre a média dos
resultados obtidos para o fator no seu nivel superior ( + ) e a média dos resultados obtidos para

o fator em seu nivel inferior ( - ), Equagdao 1 (BARROS NETO; BRUNS; SCARMINIO, 2010).

% Xy-
Ef, = 131’+_L 0

n
Em que: Ef; ¢ o efeito do fator 1; Zy+ € a soma de todas respostas obtidas no nivel superior ( +)
do fator 1; Xy. € a soma de todas respostas obtidas no nivel inferior ( - ) do fator 1; n € o numero
de respostas para o fator 1 em um dado nivel.

Quanto maior o valor para o efeito, maior a influéncia do fator na resposta para o
processo investigado. O efeito de interacdo entre os fatores também pode ser determinado a
partir do produto dos sinais dos fatores para cada experimento (4" coluna da Tabela 5),
empregando a Equacdo 1. Para se conhecer o erro experimental do planejamento ndo ¢
necessario realizar todo os experimentos em replicatas, pode-se realizar uma medida em
triplicata no ponto central (valor intermediario dos niveis dos fatores), codificados pelo valor 0
(zero). Assim, planejamentos que envolvem um minimo de 4, 8 ou 16 experimentos requerem
apenas um ensaio realizado em triplicata, pelo menos, na condi¢ao intermediaria dos niveis dos
fatores estudados para que seja conhecido o erro experimental (LUNDSTEDT, et al., 1998).

Sabendo que diversos fatores (variaveis) atuam no processo de extragao e podem ou nao
influenciar a taxa de recuperacdo dos residuos dos agrotoxicos, ¢ recomendado que o

planejamento de experimentos seja iniciado por uma triagem de fatores. A triagem de fatores ¢
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realizada através de um Planejamento Fatorial Fraciondrio (PFF), na qual realiza-se de forma
criteriosa a avaliagdo de muitos fatores a partir da execu¢do de uma quantidade reduzida (fragao
meia, quarta, etc.) dos experimentos necessarios para um PFC. O objetivo do PFF ¢ selecionar
apenas os fatores mais importantes, aqueles que apresentam efeitos mais significativos sobre a
resposta, para um estudo mais completo posteriormente. Os fatores que nao foram selecionados
nesta triagem devem ser fixados em um de seus niveis (ja que nao afetam de forma significativa
a resposta) durante todo o experimento (BARROS NETO; BRUNS; SCARMINIO, 2010;
LUNDSTEDT, et al., 1998).

Definidos os fatores mais significativos na resposta de um dado experimento, seja por
um PFC ou PFF, a otimizagdo dos niveis desses fatores pode ser realizada a partir de um
planejamento composto central (PCC). Os PCC sdo constituidos de 3 partes (BARROS NETO;
BRUNS; SCARMINIO, 2010; LUNDSTEDT, et al., 1998):

v um planejamento fatorial completo de dois niveis;

v’ experimentos no ponto central de todos os fatores estudados e;

v’ experimentos em pontos axiais, definidos por valores x; =+ o, em que @ = V2K, Isto é,
para PCC de 2 fatores os pontos axiais sao definidos por valores codificados (x;) de
+1,41.

Estes pontos sdo situados nos eixos de um sistema de coordenadas com distancia + o da

origem e formam a parte estrela do PCC, como ilustrado na Figura 4.

Figura 4 - Representagdo em um sistema de coordenadas dos experimentos realizados em um
planejamento composto central para dois fatores. (@) planejamento fatorial, ( M) ponto central e (/)

planejamento axial.

Fonte: proprio autor.
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A partir dos resultados obtidos com a execug¢do dos experimentos do PCC, uma
metodologia de superficies de respostas (MSR) pode ser executada para otimiza¢do do
experimento. A MSR baseia-se na construcdo de modelos matematicos empiricos que
geralmente empregam fungdes polinomiais lineares ou quadraticas (Equacao 2) para descrever
o sistema estudado e, consequentemente, ddo condi¢cdes de explorar o sistema até sua

otimizagdo (BARROS NETO; BRUNS; SCARMINIO, 2010; LUNDSTEDT, ef al., 1998).

y = bo + b1x1 + bzXZ + blle + bzzxg + b12x12 +e (2)
Em que: b; sdo os estimadores dos parametros do modelo, x;i sdo os valores codificados dos

niveis dos fatores; e ¢ o erro experimental associado ao modelo.

O planejamento fatorial fraciondrio e o planejamento composto central foram
empregados neste trabalho para otimizar o método de extragdo solido-liquido com partigdo a

baixa temperatura de residuos de agrotoxicos em polpa de pequi.
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver e otimizar um método analitico de
extracdo solido-liquido com particdo em baixa temperatura de residuos de agrotoxicos em polpa
do pequi, empregando analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia e deteccdo por
arranjo de diodos (UV-VIS).

Para o cumprimento deste objetivo, o trabalho foi dividido em algumas etapas:

e Desenvolver um método analitico de separacdo para andlise dos agrotdxicos
Carbendazim, Carboxina, Clorpirifés, Diuron, Terbutilazina e Tiabendazol, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e deteccdo por arranjo de diodos (UV-VIS);

e Desenvolver e otimizar, através de um planejamento fatorial fracionario (PFF) e
planejamento do composto central (PCC), um método de extracao so6lido-liquido com
particdo em baixa temperatura dos agrotoxicos escolhidos para estudo.

e  Avaliar algumas figuras de méritos do método desenvolvido.
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3 METODOLOGIA

3.1 Reagentes, solventes e materiais

Para o desenvolvimento e otimizacdo do método de extracdo dos agrotdxicos da polpa
de pequi foram utilizados a mistura dos agrotdxicos (padrdes analiticos de carbendazim,
tiabendazol, carboxina, diuron, terbutilazina e clorpirifés, com pureza > 99 % da marca
Pestanal® - SigmaAldrich, Saint Louis, MO, UA), a polpa de pequi pura adquirida no comércio
local de Ituiutaba, balanca analitica de 0,0001 g (Acculab, Bradford, PA, EUA), tubos Falcon®
de 15,0 mL, pipetas graduadas de 5,0 mL e 10,0 mL, micropipetas (0,5 — 10 uL,, 10 — 100 pL e
100 — 1000 pL), agitador vortex (ARSEC modelo TS200, Sao Paulo, Brasil), agitador ultrassom
(Quimis, Diadema, Brasil), centrifuga (Celm, modelo combate, Sdo Caetano do Sul, Brasil),
agua ultrapurificada com resistividade maior que 18,2 MQ cm em purificador MegaPurity
(Billerica, MA, EUA), solventes acetato de etila grau cromatografico (ECIBRA, Santo Amaro,
Brasil) e acetonitrila grau cromatografico (J.T. BAKER, Sao Paulo, Brasil), e freezer Consul

modelo Bem Estar CRMS535, para a particdo em baixa temperatura.

3.2 Preparo das solugdes padrao de agrotoxicos

O preparo das solucdes de agrotoxicos foi realizado com solvente metanol grau
cromatografico com 99,5 % de pureza (JT Baker, Xalostoc, México), com padrdes analiticos
dos agrotoxicos carbendazim, carboxina, clorpirifés, diuron, terbutilazina e tiabendazol. Foi
feita uma solu¢do de concentragdo 1000 mg L' para cada agrotoxico, com a pesagem de
0,0100 g, empregando uma balanga analitica de 0,0001 g, e solubilizagdo em metanol,
utilizando um baldo volumétrico de 10 mL. Em seguida, foi feita a diluicdo das amostras para
concentracdo de 50 mg L' cada, utilizando uma micropipeta (10 — 100 uL). Foram coletados
500 puL do agrotoxico de concentragdo 1000 mg L e transferidos para um baldo volumétrico
de 10 mL, completando-o com metanol. As solucdes foram identificadas e armazenadas em
frascos de 20 mL em um freezer, e foram utilizadas para realizacdo do desenvolvimento do
método de andlise por CLAE. Também foram preparados 10 mL de uma mistura dos
agrotoxicos de concentracio 1000 mg L' dos 6 agrotdxicos, e esta utilizada para o
desenvolvimento de método de analise por CLAE e otimizagdo do método de extragdo dos

residuos de agrotoxicos.
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3.3 Desenvolvimento do método de analise de agrotoxicos por CLAE-DAD

O método analitico foi desenvolvido em um cromatégrafo CLAE-DAD (CLAE Waters
€2695 / DAD modelo 2998 PDA) gerenciados pelo software Empower3®, com uma coluna de
aco inox de 125 mm x 3,1 mm recheada com particulas de 3 um de fase estacionaria Cig X-
Bridge (Waters). Os solventes utilizados para a mistura da fase movel foram metanol grau
cromatografico/espectroscopico com 99,5 % de pureza e dgua ultrapurificada com resistividade
maior que 18,2 MQ cm em purificador MegaPurity (Billerica, MA, EUA), ambos filtrados em
sistema de filtracdo de fase movel, com funil de placa sinterizada, bomba de vacuo e kitassato
de 500 mL, membrana de nylon (Millipore, Millford, CT, EUA) com porosidade de 0,22 um e
diametro de 45 mm, e colocados em banho ultrassom por 20 minutos, sob vacuo. O banho
ultrassom a vacuo visa a eliminagdo de gases contidos nos liquidos, evitando assim a formagao
de bolhas de ar no sistema cromatografico.

Cada padrio em concentracio de 50 mg L' foi analisado individualmente no
cromatodgrafo, fazendo-se a varredura espectral de 200 a 310 nm de comprimento de onda. Apos
isto, foi desenvolvido o método para separagdo dos agrotdxicos, analisando-se a mistura dos 6
agrotoxicos, em concentragio de 50 mg L', avaliando o modo isocratico/gradiente, tempo da
corrida cromatografica, os tempos de retencdo dos compostos, a resolucdo entre picos € o

comprimento de onda de méaxima absor¢do para cada agrotoxico.

3.4 Desenvolvimento e otimizacdo do método ESL-PBT de agrotoxicos de polpa de pequi

A extracdo dos agrotoxicos da polpa de pequi foi otimizada para obtencdo da méxima
recuperacgao dos residuos sem a interferéncia de componentes da matriz da amostra. O método
escolhido para a extragdo foi a extragdo sélido-liquido com parti¢do a baixa temperatura. As
condi¢des do método foram otimizadas a partir de um planejamento estatistico. Inicialmente
foi realizada uma selecdo dos fatores mais significativos na extragdo dos agrotdxicos da polpa
de pequi através de um planejamento fatorial fracionario (PFF). Foram escolhidos 8 fatores em
dois niveis cada, conforme apresentados na Tabela 6, obtidos através da avaliagao de trabalhos
na literatura empregando o método ESL-PBT (GOULART, et al., 2019; GOULART, 2010;
RODRIGUES, et al., 2018; SANTANA; SOARES; FARIA, 2018).
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Tabela 6 — Fatores e niveis estudados no planejamento fatorial fracionario para a ESL-PBT de

agrotoxicos em polpa de pequi.

Fatores Nivel (-) Nivel (+)
A Solvente Acetonitrila Acetato de etila
B Volume de Solvente / mL 4.0 8,0
C  Tempo de Congelamento / h 3 12
D  Massa de Amostra (polpa)/ g 0,5000 1,000
E Volume de Agua / mL 2,0 4,0
F Centrifugagao Nao Sim
G  Agitacdo Vortex Ultrassom
H  Tempo de Contato (polpa/agrotoxicos) / min 15 30

Fonte: proprio autor.

Os fatores e seus niveis apresentados na Tabela 6 foram combinados em um PFF 284

em 16 experimentos, conforme Tabela 7. O planejamento dos experimentos para os fatores E,

F, G ¢ H foram construidos a partir da interacao dos fatores A, B, C ¢ D, de forma que os 16

experimentos envolvem condigdes distintas entre si.

Tabela 7 — PFF para avaliacdo dos fatores que afetam as respostas de forma significativa na extragdo

de agrotoxicos de polpa de pequi. Fatores E = AXBXC, F = BXxCxD, G = AxBxCxD, H=AxCxD.

Exp. A B C D E F G H
1 - - - - - - + -
2 + - - - + - - +
3 - + - + + - -
4 + + - - - + + +
5 - - - - - - - -
6 + - - - - -
7 - + + - - - +
8 + + + - + - - -
9 - - - + - + - +

10 + - - + + + + -
1 - + + - + +
12 + - + - - - -
13 - - - - - - - -
14 + - + + - - - +
15 - + + + - + - -
16 + + + + + + + +

Fonte: proprio autor.
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As extragdes dos agrotoxicos da polpa de pequi pelo método ESL-PBT envolveram a
pesagem da massa (0,5000 ou 1,0000 g) de amostra fortificada com 50 puL da mistura de
agrotoxicos a 1000 mg L. Durante a fortificagdo foi realizada a agitagdo por Vortex ou em
banho ultrassom por 1 min. Em seguida, a polpa fortificada foi deixada em repouso a
temperatura ambiente (~ 27 °C) por 15 ou 30 min, de acordo com o planejamento, para
estabelecer o contato entre os agrotdxicos e componentes da polpa de pequi. Apos o periodo,
foi adicionado o solvente extrator (acetonitrila ou acetato de etila) em volumes de 4 ou 8§ mL a
amostra fortificada, agitando por 1 min em agitador Vértex ou em banho ultrassom. A mistura
foi deixada em repouso por 5 min apos a agitacao. Logo apos, foram adicionados 2 ou 4 mL de
agua ultrapura a mistura e submetida a agitacdo por 1 min em agitador Vortex ou em banho
ultrassom. O tubo contendo a mistura foi (ou ndo, dependendo do planejamento) centrifugado
e levado ao congelamento em freezer a -4 °C para a parti¢do a baixa temperatura por pelo menos
3 h (ou 12h). Do extrato, fase superior e ndo congelada, foi retirada uma aliquota de 1 mL e
submetida a analise cromatografica, empregando o método de andlise desenvolvido.

Apobs a realizagdo do PFF, alguns dos fatores foram fixados, por serem fatores
categoricos (qualitativos) ou por ndo apresentarem efeitos significativos nos resultados. No
entanto, dois dos fatores estudados foram submetidos a um segundo planejamento estatistico, o
planejamento composto central (PCC), em 2 niveis cada, com 3 repeti¢des no ponto central
(nivel intermediério de cada fator), realizando 11 experimentos no total, conforme matriz de
experimentos apresenta na Tabela 8. Os valores -1,41 e 1,41 s@o os pontos axiais, 0s quais seu

valor ¢ calculado com a Equacgao 3.

Valor real + Valor no ponto central
Valor nively — Valor nivel - (3)
2

X =

Onde X ¢ o valor codificado para o volume do solvente, Valor nivel+ e Valor nivel- os pontos
axiais, Valor real a conversdo valor codificado, e Valor no ponto central ¢ o valor definido no
PFF para o ponto central do PCC.

A partir dos resultados da extracdo foi construida uma superficie de resposta (com

auxilio do software Statistica®), para otimiza¢do dos niveis dos dois fatores.
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Tabela 8 — Matriz de experimentos para o planejamento composto central visando a otimizag¢do do

método ESL-PBT de agrotoxicos em polpa de pequi. Variaveis: volume de dgua e de solvente extrator.

Exp. B — Volume de solvente E — Volume de agua
1 - -
2 + -
3 - +
4 + +
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 -1,41 0
9 1,41 0
10 0 -1,41
11 0 1,41

Fonte: proprio autor.

3.4 Validacao de alguns parametros analiticos do método

A metodologia de determinacdo de residuos de agrotdxicos da polpa de pequi por
extracdo solido-liquido com particdo a baixa temperatura foi validada quanto a alguns
parametros analiticos, como faixa de trabalho, linearidade, sensibilidade, limite de
quantificagdo e efeito matriz.

Faixa de trabalho: Faixa de concentracdes dos agrotoxicos estabelecida pelos
intervalos das curvas analiticas.

Linearidade: A linearidade da metodologia foi determinada a partir do coeficiente de
correlagdo linear (r) obtido da relagdo entre a faixa de concentracdes dos agrotdxicos e a
resposta obtida para estas concentragdes no sistema de detec¢do cromatografica.

Sensibilidade: A sensibilidade da metodologia de determinacdo de residuos de
agrotoxicos em polpa de pequi foi determinada a partir da medida do coeficiente angular da
equagao da reta da curva analitica.

Limite de quantificacio: O limite de quantificacdo do método foi determinado pela
injecdo consecutiva de solugdes padrdo dos agrotoxicos em concentracdes decrescentes no
sistema cromatografico at¢ a obtencdo do menor sinal no cromatograma capaz de ser
quantificado com precisao, desvio padrao relativo menor que 20 % (SANTE, 2018; RIBANI,
et al., 2004). As solugdes com diferentes concentragoes dos agrotoxicos injetadas no sistema

cromatografico iniciaram em 0,500 mg L.
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Efeito matriz: A interferéncia de componentes da polpa de pequi na recuperacao dos
agrotoxicos foi avaliada a partir do efeito matriz. Neste estudo foram feitas extracdes da polpa
sem fortificagdo dos agrotdxicos e o extrato foi fortificado com diferentes aliquotas de solugao
padrio a 1000 mg L' da mistura dos agrotdxicos estudados, obtendo concentragdes nos mesmos
niveis da curva analitica preparada em solvente. O efeito matriz foi calculado a partir da
compara¢do das curvas analiticas preparadas em solvente e na matriz da polpa de pequi de

acordo a Equacao 4:

%EM = (2452 ) x 100 — 100] @)

solvente

Em que: %EM ¢ a porcentagem do efeito matriz, Smauiz € 0 coeficiente angular da equacdo da
reta da curva analitica preparada na matriz da polpa de pequi, Ssolvente € 0 coeficiente angular da

equagao da reta da curva analitica preparada em metanol.
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4 RESULTADOS E DICUSSAO

4.1 Desenvolvimento do método de analise dos residuos de agrotoxicos por CLAE-DAD

A primeira etapa no desenvolvimento da metodologia para determinacdo dos residuos
dos agrotoxicos na polpa de pequi foi o desenvolvimento de um método de separagdo da mistura
de agrotoxicos por CLAE-DAD. A obtengdo da separacdo dos picos dos agrotoxicos foi
alcancada com uma elui¢io da fase mével metanol:4gua no modo gradiente, a 1,0 mL min™!, de

acordo com a Tabela 9.

Tabela 9 — Gradiente de separacdo dos agrotoxicos a serem determinados em polpa de pequi por

cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo por arranjo de diodos (UV-VIS).

Tempo (min) Vazio (mL min™) % agua % metanol
0 1,0 50 50
3 1,0 50 50
7 1,0 30 70
8 1,0 0 100
12 1,0 0 100
13 1,0 50 50

Fonte: proprio autor.

Com estas condigdes, foi possivel a separagdo completa de todos 6 agrotoxicos
estudados, conforme pode ser observado nos cromatogramas da Figura 5. Na Figura 5 (a), a
linha vermelha acima do cromatograma mostra a composi¢do percentual de metanol na fase

movel pelo tempo da corrida cromatografica, conforme gradiente na Tabela 9.
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Figura 5 — Cromatogramas da separagdo da mistura de agrotoxicos a 5 mg L™ desenvolvida neste
trabalho para analise e quantificagdo em extratos de polpa de pequi. Condicoes de fase movel vide
Tabela 9. Detec¢do DAD a (a) 230 nm (com composi¢do de metanol na FM — linha vermelha),
(b) 254 nm e (c) 285 nm.
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Fonte: proprio autor.

O detector por arranjo de diodos (UV-VIS) possibilita a quantificagdo dos agrotoxicos
no maximo de absor¢do de cada composto, pois possibilita a varredura espectral durante a
analise cromatografica. A varredura espectral de 200 — 300 nm, a partir das inje¢des individuais
dos padrdes dos agrotoxicos em concentracio 50 mg L' no CLAE-DAD, resultou nos
comprimentos de onda de méaxima absor¢ao para cada um dos agrotdxicos estudados contidos
na Tabela 10, e a inje¢do do mix de agrotoxicos em concentragdo 50 mg L' no CLAE-DAD
resultou no cromatograma tridimensional da separacdo dos agrotoxicos na Figura 6. Essa
analise se faz necessaria pois, para uma maior sensibilidade do método, deve-se selecionar o

comprimento de onda de maxima absor¢ao para cada agrotoxico estudado.



35

Figura 6 - Cromatograma 3D da separagdo dos agrotoxicos empregados no Pequi na faixa de 200-

310 nm. Condigoes de fase movel vide Tabela 9.
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Fonte: proprio autor.

Tabela 10 — Comprimentos de onda (1) de maxima absor¢do dos agrotoxicos analisados.

Agrotoxico A (nm) A2 (nm)
Carbendazim 286,5 -
Carboxina 250,9 2948
Clorpirifos 229,6 290,1
Diuron 215,5 249,7
Terbutilazina 2237 -
Tiabendazol 242.6 298.4

Fonte: proprio autor.

Como pode ser observado na Tabela 10, alguns dos compostos apresentam duas bandas
de absor¢do. Para a quantificacdo dos agrotoxicos, trés comprimentos de onda foram
monitorados durante a separacdo cromatografica e fixados para as demais analises do trabalho:
230, 254 e 285 nm, garantindo assim uma maior detectabilidade para os agrotdxicos.

Os comprimentos de onda escolhidos para a quantificagdo de cada agrotoxico foram
determinados pela maior inclina¢do da curva que relaciona as concentragdes dos agrotdxicos

com as absorbancias obtidas nos trés comprimentos de onda selecionados, de acordo com a

Figura 7.
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Figura 7 — Relagdo entre as concentragées dos agrotoxicos com a absorbdancia obtida nos

comprimentos de onda de 230, 254 e 285 nm e ajustes lineares. (a) carbendazim, (b) tiabendazol, (c)

carboxina, (d) diuron (e) terbutilazina e (f) clorpirifos.
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A Figura 7 mostra a comparagdo, por comprimento de onda (A), das injecdes da mistura
dos agrotoxicos em diferentes concentragdes para elaboracdo das curvas analiticas e analises
dos agrotdxicos. A maior inclinagao da curva indica a maior sensibilidade analitica do método.
Desta forma, definiram-se os seguintes comprimentos de onda para analise dos agrotoxicos:
carbendazim e tiabendazol a 285 nm, carboxina e diuron a 254 nm e terbutilazina e clorpirifos
a 230 nm. Esta selecdo estd em acordo com as maximas absor¢des para os compostos
apresentadas na Tabela 10, e também leva em consideragdo as linearidades das curvas

analiticas.

4.2 Desenvolvimento e otimizacio do método de extracao ESL-PBT

4.2.1 Selecgdo de fatores (Planejamento Fatorial Fraciondrio)

Para a extragdo dos agrotdxicos da polpa de pequi foi escolhido o método de extragao
em fase solida com parti¢do a baixa temperatura (ESL-PBT), por se tratar de um procedimento
simples, com poucas etapas e baixa interferéncia do analista comparado a outros métodos de
extragdo. No entanto, como o pequi apresenta caracteristicas € composi¢do quimica propria e
nao foi, at¢ o momento, submetido a processos de extracdo ¢ importante estabelecer as
condi¢des adequadas para que os residuos de agrotoxicos possam ser extraidos com a maxima
eficiéncia possivel de sua matriz.

A otimiza¢ao do método de extragdo ESL-PBT foi realizada a partir de um planejamento
estatistico, iniciado com um Planejamento Fatorial Fracionario (PFF) para selecionar os fatores
que possuem maior influéncia na recuperacdo dos agrotoxicos na polpa de pequi. Foram
avaliados 8 fatores em dois niveis cada, realizando um total de 16 extragdoes ESL-PBT dos
agrotoxicos na polpa de pequi nesta etapa, combinando os niveis dos 8 fatores (Tabela 7). Os
resultados de recuperacao dos seis agrotoxicos para esses experimentos sdo apresentados na

Tabela 11.
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Tabela 11 — Recuperagoes (%) dos agrotoxicos da polpa de pequi a partir da extragdo ESL-PBT

resultantes do PFF com os desvios padrdo de 3 medidas.

Exp. Carbendazim Tiabendazol Carboxina Diuron Terbutilazina  Clorpirifés
1 512+ 14 53,5+25 46,0+£2,6 475+23 245+42 3,6+34
2 76,6 £ 2,1 85,6 +5,7 101,3+1,1 1023+1,3 98,0 +1,9 1144 + 2,1
3 58,2+24 58,047 53,8+2,7 548+3,1 29,7+ 1,8 2,3+0,5
4 74,9 10,1 80,7 + 8,8 82,1+ 8,6 845+8,8 76,6 = 7,4 824+44
5 452+2,0 46,5+ 1,3 40,6 +£0,8 40,8+ 1,1 16,9 +0,5 84+1,2
6 72,0 +£9,1 74,9 + 8,7 785+9,7 80,492 75,4 +9,6 83,5+10,3
7 64,8+ 1,2 66,1 +73 61,3=+4,1 62,4+472 38,7+4,9 1,6 £0,3
8 80,0 +3,9 84,6 + 4,4 93,8+1,5 95422 88,0 = 0,7 108,1 +3,3
9 49,4+25 52,3+£22 38,3+2,1 39,7+2,6 13,6 = 1,1 73+45
10 54,0+£6,2 48,8 +4,9 474+58 494+6,2 43,4+6,0 49,1+7,0
11 549+23 542 +238 49,1+1,7 499+ 1,6 244 +1,3 1,8+0,1
12 85,8 +1,0 87,6 + 0,4 92,1+£0,5 92,0+0,6 88,8 +5,3 118,0 + 16,4
13 44,5+39 43,9+4,0 39,1+3,6  39,8+3.8 20,2 +3,7 12,4+1,1
14 80,7 +11,7 89,5 + 8,2 96,4 +6,5 96,3 +6,8 94,3 + 5,4 127,77+ 4,7
15 66,5 + 1,1 67,5+23 58,7+1,9 589+1,7 252 +1,5 2,1+0,2
16 57,727 65,4 +3,7 622+1,6 643+19 532+1,0 81,8 +£2,6

Fonte: proprio autor.

Todas extragdes foram realizadas em triplicata. Os resultados representam a média das
3 extragdes para cada experimento + o desvio padrdo. De uma forma geral, observam-se que
apenas alguns dos experimentos (ensaios 2, 4, 6, 8, 12 e 14) apresentaram extragdes
consideradas eficientes, entre 70 e 120 % (SANTE, 2018), para média de todos os agrotdxicos.
Com os desvios padrao, calculou-se a estimativa da varidncia conjunta para o experimento de

acordo com a Equacdo 5.

$2 = V18240285 + 4 Uy SH )
V1t U+t Uy

Em que: si ¢ a variancia individual para cada experimento, vi = n; -1 é o niimero de graus de

liberdade para s;® e s ¢ a estimativa conjunta da variancia do PFF.

O célculo resultou em um erro experimental padrao de 4,9 % e que gerou um intervalo
de confianca ao nivel de 95 % pelo teste t de p =+ 6,5 %. Utilizando a Equacdo 1 (pag. 23),

calcularam-se os efeitos para os fatores estudados sobre a extracdo e recuperacdo dos
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agrotoxicos em polpa de pequi. Os resultados obtidos para os efeitos estdo contidos no grafico

de Pareto (Figura 8).

Figura 8 — Grdfico de Pareto para o planejamento fatorial fraciondrio 2** da extra¢do em fase sélida

com parti¢do a baixa temperatura de agrotoxicos de polpa de pequi.
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Fonte: proprio autor.

O fator que apresentou resultado de efeito dentro do intervalo de confianga, pelo teste ¢
ao nivel de 95 % de confianga, nao possui efeito significativo na recuperagdo dos agrotoxicos
da polpa de pequi. O fator A, tipo de solvente, ¢ um fator categdrico (qualitativo) e, por ter
valor de efeito muito superior ao erro padrao do efeito, teve uma alta influéncia no resultado,
sendo fixado como solvente extrator dos agrotoxicos da polpa de pequi o acetato de etila.

O acetato de etila possui capacidade de extracao de agrotdxicos de diversas classes e
tipos de matrizes, com exce¢do de agrotdxicos de carater basico e altamente polares, porém
possui menor miscibilidade em agua que a acetonitrila (outro solvente testado), o que facilita
sua particdo em baixa temperatura (SARMENTO, 2016). O acetato de etila (indice de
polaridade 4,4) possui maior hidrofobicidade que a acetonitrila (indice de polaridade 5,8)
(VENKATARAMAN; CHADHA, 2015), por isso ¢ indicado para extracdoes de analitos
moderadamente polares (JARDIM, 2010), como ¢ o caso dos agrotoxicos estudados, que
possuem coeficiente de particdo octanol/agua (Kow) (Carbendazim, 1,52; Tiabendazol, 2,47;

Carboxina, 2,14; Diuron, 2,68; Terbutilazina, 3,21; Clorpirifos, 4,96) (U.S. National Library of
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Medicine, 2019), possuindo moderada polaridade, o que condiz com os resultados obtidos no
PFF.

Os fatores C (tempo de congelamento) e H (tempo de contato) ndo tiveram influéncia
consideravel nos resultados, e por isso foram fixados nos seus menores niveis (C - 3 h de
congelamento) e (H — 15 min de tempo de contato). Desta forma, ganha-se maior frequéncia de
preparacdo de amostras devido a diminui¢do do tempo gasto nesta etapa. A PBT ¢ um dos
passos mais importantes do método de extragdo, pois separa completamente as fases
particionando o analito para a fase extratora, e que possibilita a obtengdo de um extrato com
pequena quantidade de componentes da polpa do fruto (COSTA, et al., 2015). A Figura 9
apresenta uma foto do extrato da polpa de pequi, em que se percebe uma solucdo translicida,
porém amarela, indicando que alguns componentes da polpa de pequi, fortemente colorida, sdo
co-extraidos com os analitos. O que os resultados indicaram no PFF ¢ que o tempo de 3 horas
de congelamento foi suficiente para a PBT, pois acredita-se que a migragao dos analitos para a
fase organica ocorre antes do congelamento da fase aquosa (GOULART, 2010). Como este
fator apresentou efeito dentro do intervalo de confianca ao nivel de 95 % pelo teste ¢, a
consideracdo de um tempo de congelamento menor otimiza o tempo total de analise sem

interferir no resultado da recuperacao.

Figura 9 — Extrato da polpa de pequi tipico obtido a partir da ESL-PBT de agrotoxicos empregando

planejamento fatorial fracionario.

i

Fonte: proprio autor.

Os fatores F (centrifugacao) e G (tipo de agitagcdo), que sdo fatores categoricos (ou sim
ou ndo) apresentaram efeitos significativos na recuperagdo dos agrotoxicos e foram fixados nos
niveis que resultaram em maior resposta (F — sem centrifugacdo) e (G — agitacdo Vortex). A
composi¢do do pequi, por possuir diversos componentes hidrossoluveis, favorece a

permanéncia desses compostos com certa polaridade na fase aquosa (agtcares, acidos graxos).
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Por isso, a centrifugagdo nao teve efeito positivo na recuperagdo dos agrotdxicos. A maior
influéncia da agitagdo vortex que a agitacdo por ultrassom na ESL-PBT dos agrotoxicos da
polpa pode ser explicada devido a maior intensidade da agitagdo. Uma agitacdo mais vigorosa
aumenta o contato entre o solvente organico e a polpa do fruto e, consequentemente o nimero
de colisdes moleculares, facilitando assim as interagdes entre o solvente ¢ as moléculas de
agrotoxicos, contribuindo para maximizar as porcentagens de extragdo (DUARTE; DORES;
VILLA, 2016).

O fator D (massa da polpa de pequi) apresentou um efeito no limite inferior do intervalo
de confianga para os efeitos, indicando uma influéncia moderada a baixa na resposta (Figura
8). Devido a dificuldade de pesagem da massa exata da polpa, uma vez que ocorre o
derretimento da polpa durante essa etapa, o seu nivel de maior resposta foi fixado, ou seja, a
massa de amostra considerada na extracao foi de 0,5000 g. Os fatores B (volume de solvente)
e E (volume de agua) foram levados para a etapa de otimizacdo através do planejamento
composto central empregando metodologia de superficie de resposta, apesar de apresentarem
efeitos significativos nos limites do intervalo de confianca para os efeitos, conforme observa-
se no grafico de Pareto (Figura 8). Comumente, a relacdo entre esses fatores sdo importantes
no processo de ESL-PBT e sdo otimizados para a extracdo maxima dos residuos de agrotoxicos
em alimentos conforme observa-se na literatura (COSTA, et al., 2015; GOULART, 2010;
GOULART, et al., 2019; SANTANA; SOARES; FARIA, 2018).

4.2.2 Otimizagdo da ESL-PBT de agrotoxicos da polpa de pequi (Planejamento Composto
Central)

A partir da fixacdo dos niveis de melhor resposta de alguns dos fatores estudados no
PFF e da selecdo dos fatores volume de solvente extrator e volume de 4gua para otimizacao, foi
realizado um planejamento composto central (PCC) a partir de 11 experimentos de ESL-PBT
dos agrotoxicos de polpa de pequi com esses dois fatores em dois niveis (vide Tabela 8, pag.
31). As porcentagens de extracdes para os seis agrotoxicos de acordo com os experimentos

realizados no PCC estdo apresentadas na Tabela 12.
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Tabela 12 — Porcentagens de recuperagdo dos agrotoxicos extraidos da polpa de pequi pelo método

ESL-PBT de acordo com os experimentos do PCC.

Recuperacao (%)

Exp Carbendazim Tiabendazol Carboxina Diuron Terbutilazina Clorpirifos
1 89,6 87,1 88,3 91,4 87,3 100,9
2 95,5 95,6 96,8 99,7 89,4 97,4
3 91,7 93,9 98,4 102,0 92,6 101,7
4 94,1 90,8 94,8 100,5 90,1 90,6
5 90,4 93,5 97,8 103,7 95,8 98,3
6 91,8 90,6 95,5 100,8 91,1 95,3
7 93,3 92,8 96,6 102,6 95,2 97,1
8 84,5 90,0 96,5 102,1 96,0 102,5
9 86,7 84,1 83,3 88,2 76,3 71,0
10 90,2 94,1 92,3 97,5 88,2 90,3
11 88,2 89,4 97,9 103,1 96,8 103,5

Fonte: proprio autor.

Conforme observa-se na Tabela 12, a recuperacdo para todos os agrotoxicos ficou na
faixa de 71,0 a 103,7 % estando de acordo com a faixa recomendada para recuperacdes de
residuos de agrotoxicos em alimentos (SANTE, 2018), independente da condi¢do utilizada no
PCC. Este resultado ¢ um indicativo que as defini¢cdes dos niveis fixados dos fatores no PFF
foram satisfatorias. No entanto, para proceder a otimizagdo do método ESL-PBT optou-se por
retirar a média das extragdes dos seis agrotoxicos em cada experimento e fazer os devidos
tratamentos dos dados sobre essa média. Caso a otimizagdo do método fosse realizada
individualmente para cada agrotdxico, ao mesmo tempo que o resultado de recuperagdo de um
agrotoxico melhorasse poderia haver uma piora no resultado de recuperagdo de outro
agrotoxico. Por esse motivo a otimizacdo foi realizada levando-se em consideracdo os
resultados médios de extra¢ao de todos os agrotoxicos para cada um dos experimentos (Tabela
13), mantendo sempre os resultados individuais dentro do limite recomendado pelo protocolo
europeu de validagdo analitica (SANTE, 2018). O desvio padrao dos resultados de recuperacao
média dos agrotdxicos no ponto central, experimentos 5, 6 € 7, ficou em 1,30 %, muito abaixo
do recomendado pelo protocolo europeu de validagdo analitica, que estabelece que resultados
consistentes devem manter o desvio padrdo relativo dentro de £ 20 % (SANTE, 2018) Os
resultados individuais de desvio padrdo relativo para cada agrotdxico também apresentaram a
mesma tendéncia (Carbendazim: 1,45 %; Tiabendazol: 1,52 %; Carboxina: 1,19 %; Diuron:

1,47 %; Terbutilazina: 2,54 %; Clorpirifos: 1,51 %).
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Tabela 13 — Porcentagens de recuperagdo média dos agrotoxicos obtidos pela ESL-PBT de polpa de

pequi de acordo com os experimentos do PCC. Niveis vide Tabela 8.

Exp. V acetato de etila (mL) V agua(mL) R (%)

1 6 1 90,8
2 10 1 95,7
3 6 3 96,7
4 10 3 93,5
5 8 2 96,6
6 8 2 94,2
7 2 96,2
8 5,2 2 95,3
9 10,8 2 81,6
10 8 0,6 92,1
11 8 3.4 96,5

Fonte: proprio autor.

Conforme observado na Tabela 13 apenas uma das extra¢des resultou em uma média de
recuperagdo abaixo de 90 %, as demais permaneceram acima deste valor. Os resultados médios
de recupera¢do de todos agrotoxicos podem esconder uma recuperagdo baixa de algum
agrotoxico, porém todos os resultados estiveram dentro do recomendado pelo protocolo
europeu de validagdo analitica (SANTE, 2018), conforme visto na Tabela 12. Os volumes de
acetato de etila e d4gua (pontos axiais nos experimentos de 8 a 11) foram calculados a partir da

Equagdo 3 (pag. 30).
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Figura 10 — Metodologia de superficie de respostas para a ESL-PBT de residuos de agrotoxicos em

polpa de pequi de acordo com o planejamento composto central.
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Fonte: proprio autor.

Os pontos em branco da Figura 10 (a e b) foram os valores médios de recuperagdo
obtidos experimentalmente, também contidos na Tabela 13, porém com valores de recuperacao
% diferentes dos definidos pela superficie de resposta. De acordo com a superficie de resposta

obtida para os experimentos do PCC apresentada na Figura 10, pode ser observado que a maior
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porcentagem de extra¢do ¢ obtida quando o volume de dgua estd em torno de 3,4 mL (valor
codificado = +1,4) e o volume de solvente em torno de 7,2 mL (valor codificado = -0,4). Esse
ponto foi destacado em preto na Figura 10, que resulta em uma recuperacdo média dos
agrotoxicos de 99,6 %. As curvas de nivel da Figura 10 indicam os limites em que o modelo de
superficie de resposta correspondem a um certo percentual de recuperacdo média dos
agrotoxicos, conforme a legenda por cores.

Os resultados de recuperagao média dos agrotoxicos obtida pelo método ESL-PBT
foram convertidos em uma equacao polinomial de segunda ordem em fung¢ao das duas variaveis
independentes (volume de solvente e volume de &agua). Consequentemente, o modelo
polinomial que descreve a correlacdo entre a resposta e as varidveis seguiu a forma geral

definida pela Equagdo 2 (pag. 25). A equagdo polinomial obtida ¢ apresentada na Equacao 6.

R(%) = 95,3 + 2,5 X VHZO — 4',1 X VSOlU — 5,6 X VSZOlv (6)

Este modelo polinomial explica apenas cerca de 22 % da varia¢do da resposta nos
experimentos do PCC, apresentando, portanto, falta de ajuste que o impossibilita ser usado
como um preditor da eficiéncia da extracdo solido-liquido com parti¢do a baixa temperatura
dos agrotdxicos da polpa de pequi. Assim, a analise das curvas de nivel da Figura 10 foi
suficiente para definir os valores otimizados dos volumes de dgua e de acetato de etila para a
extracdo de residuos de agrotoxicos de polpa de pequi pelo método ESL-PBT.

Com isso, foram otimizadas as 8 variaveis inicialmente selecionadas na ESL-PBT que
resultaram na extracao dos 6 agrotoxicos estudados, com recuperagdo dentro da faixa estipulada
pelo protocolo europeu de validagdo analitica (SANTE, 2018), tanto para a média das
recuperagdes, como para as taxas de recuperacdo individuais de cada agrotoxico. As condigdes

otimizadas no método ESL-PBT estao apresentadas na Tabela 14.
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Tabela 14 — Fatores e niveis otimizados no processo de extra¢do solido-liquido com parti¢do a baixa

temperatura de agrotoxicos em polpa de pequi.

Fatores estudados

Niveis otimizados

Solvente

Volume de solvente
Tempo de congelamento
Massa de amostra
Volume de agua
Centrifugacao

Agitagdo

TQmE TS aOw >

Tempo de contato

Acetato de etila
7,2 mL
3h
0,5000 g
3, 4mL
Nao
Vortex
15 min

Fonte: proprio autor.

4.3 Validacgao de alguns parametros analiticos da metodologia desenvolvida

A metodologia de determinacdo de agrotdxicos em polpa de pequi foi validada quanto

a alguns parametros analiticos para avaliagdo de seu desempenho e eficiéncia. Inicialmente,

foram avaliadas as figuras de mérito associadas as curvas analiticas construidas para a

quantifica¢do dos residuos dos agrotoxicos: a faixa de trabalho, a linearidade, a sensibilidade e

o efeito matriz foram determinados neste estudo. A Figura 11 apresenta as curvas analiticas

para os agrotoxicos preparadas em metanol e no extrato da matriz de polpa de pequi.
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Figura 11 — Curvas analiticas para os agrotoxicos estudados.
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Fonte: proprio autor.

Os dados das curvas analiticas, preparadas em solvente ou no extrato da matriz de polpa
de pequi, obtidos a partir das regressdes lineares da relacdo entre a concentracdo dos

agrotoxicos e a area de pico nos comprimentos de onda apropriados para cada agrotoxico sao

apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15 — Equagoes de retas e coeficientes de correlagdo lineares das curvas analiticas para os

agrotoxicos estudados preparados em solvente e no extrato da polpa de pequi.

Curva analitica em MeOH Curva analitica no extrato

Agrotoxico = .
Equaciao de reta r Equacao de reta r

Carbendazim A =0,046xCca— 0,017 0,9987 A =0,037%Ccar — 0,003 0,9996

Tiabendazol A =0,052xCri, — 0,024 0,9974 A =0,045%Cria — 0,006 0,9995

Carboxina A =0,029xCcar — 0,015 0,9981 A =0,026xCcap — 0,003 0,9997

Diuron A =0,068xCpi, — 0,032 0,9982 A =0,062xCpiy — 0,001 0,9998

Terbutilazina A = 0,084*Cren, + 0,014 0,9970 A =0,074%Cren + 0,012 0,9998

Clorpirifos A =0,024%Cci - 0,001 0,9982 A =0,022xCcpo - 0,013 0,9999
Fonte: proprio autor.

A ANVISA, regulamenta que, para a validacdo de métodos analiticos, a linearidade da
curva analitica deve ser igual ou superior a 0,99 medida pelo coeficiente de correlacdo linear
(1), e as curvas devem ser construidas com um minimo de 5 diferentes concentragdes (ANVISA
- AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003). Portanto, as linearidades
de todas curvas analiticas construidas, seja no metanol ou no extrato da polpa de pequi, e o
nimero de concentracdes atendem a regulamentacdo da ANVISA. Além disso, pode-se
observar que o modelo linear de regressdao foi melhor ajustado quando as curvas analiticas
foram preparadas no extrato da matriz de polpa de pequi. Este resultado se deve a compensagao
de efeitos de interagdo que ocorrem entre os compostos e componentes da matriz. Por este
motivo, todas as calibragdes realizadas no trabalho empregaram a curva analitica preparada no
extrato da matriz de polpa de pequi. A constru¢do das curvas analiticas no extrato da matriz e
no solvente permitiu a determinacao da porcentagem do efeito matriz de acordo com a Equacgao

4 (pag. 32) (Figura 12).
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Figura 12 — Porcentagem do efeito matriz na extragdo de agrotoxicos da polpa de pequi, pelo método

ESL-PBT.

Clorpirifos

Terbutilazina

Diuron

Carboxina

Agrotoxicos

Tiabendazol

Carbendazim

10 20

Efeito matriz (%)

Fonte: proprio autor.

Para todos os agrotoxicos foi observada uma pequena supressao na intensidade do sinal,
com reducdo na inclinagao da reta (sensibilidade analitica), com efeito matriz calculado inferior
a 20 %, podendo ser considerado de baixa influéncia na resposta (CABRERA, 2012; SANTE,
2018; PINHO, et al., 2009). Valores de efeito da matriz de 80-120 % sao considerados valores
adequados, indicando pouca influéncia dos componentes da matriz nos sinais analiticos. O
intervalo € considerado aceitdvel para andlise de residuos de agrotdéxicos em matrizes
complexas, como ¢ o fruto do pequi. Frequentemente, essa faixa de 100 + 20 % ¢ usada como
valor de corte para justificar o uso de calibragdo de solvente, em oposi¢do aos padrdes
correspondentes a matriz (HAJSLOVA; ZROSTLIKOVA, 2003). Apesar da supressio do sinal,
a preparacdo das curvas analiticas na matriz reduz o efeito matriz na quantificacdo dos
agrotoxicos e, desta forma, foi adotada neste trabalho.

O limite de quantificacdo (LOQ) do método foi obtido a partir da injecdo consecutiva
de solugdes padrao dos agrotdoxicos em concentracdes decrescentes até que o sinal analitico
para cada composto apresentasse a menor quantidade quantificavel com repetibilidade da area
de pico menor que 20 % (desvio padrao relativo), conforme preconiza o guia de validacdo de
métodos analiticos da comunidade Europeia (SANTE, 2018). Os valores de LOQ para os

agrotoxicos pela metodologia desenvolvida neste trabalho sdo apresentados na Tabela 16.
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Tabela 16 — Parametros analiticos da metodologia de determinagdo de residuos de agrotoxicos em

polpa de pequi.
L LEL I Linearidade Sensibilidade LOQ
Agrotoxicos Trabalho 1 %EM 1
(g L) @) (L mg™) (mg L)

Carbendazim 0,016 — 20,0 0,9996 0,037 -19.6 0,016
Tiabendazol 0,031 -20,0 0,9995 0,045 -11,5 0,031
Carboxina 0,031 -20,0 0,9997 0,026 -10,3 0,031
Diuron 0,008 —20,0 0,9998 0,062 -7,4 0,008
Terbutilazina 0,125-20,0 0,9998 0,074 -10,7 0,125
Clorpirifés 0,500 - 20,0 0,9999 0,022 -8,3 0,500

Fonte: préprio autor.

O método apresentou maior sensibilidade para a terbutilazina comparada aos demais

agrotoxicos, enquanto a menor sensibilidade foi registrada para o clorpirifés pelo método ESL-

PBT. A principio, a faixa de trabalho, que se refere ao intervalo de concentragdes dos

agrotoxicos a serem determinadas no fruto, foi mantida em uma ampla faixa de concentragdes

por ndo haver uma previsdo das concentracdes dos residuos dos agrotdxicos a serem

encontradas no pequi. Assim a faixa de trabalho apresenta entre seu limite inferior e limite

superior até 3 ordens de grandeza de concentragdes. Outro parametro avaliado no método foi o

limite de quantificagdo (LOQ). De forma geral, os limites de quantificagdo para todos os

agrotoxicos foram baixos, na faixa de 0,008 a 0,500 mg L™!, indicando uma alta detectabilidade

para o método, o que pode ser comprovado quando se comparada com os LOQ obtidos para os

mesmos agrotoxicos porém empregando outros métodos de extragdo em alimentos (Tabela 17).
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Tabela 17 — Comparagdo dos LOQ (mg L) nesse trabalho com os encontrados na literatura, e LMR

(mg kg) definidos pela ANVISA.

Agrotoxicos *LOQ SILOIL ELMIR LI Cana de ALY
g Literatura  Algodio  Milho ! Soja
Acucar

. 0,120 e
Carbendazim 0,016 0.074 0,100 0,050 - 0,500
Tiabendazol 0,031 0,015 - 0,200 0,010 0,100
Carboxina 0,031 0,070 0,200 0,050 - 0,200
Diuron 0,008 10,000 0,100 0,050 0,100 0,200

Terbutilazina 0,125 0,180 - 0,100 - -

Ry 1,330 ¢

Clorpirifos 0,500 6.754 0,500 0,100 - 0,010

Fonte: *LOQ: Propria;, **LOQ Literatura: Carbendazim (CHOI, et al., 2007; FALQUI-CAO, et al.,
2001), Tiabendazol (SILVA, 2015), Carboxina (MALDANER; SANTANA; JARDIM, 2008), Diuron
(SOARES, 2014), Terbutilazina (TUZIMSKI; REJCZAK, 2016), Clorpirifés (HARSHIT;, CHARMY;

NRUPESH, 2017; ZALAT, et al., 2014); ***LMR: (ANVISA - AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2019).

A Tabela 17 apresenta os valores de LOQ obtidos por outros métodos de extracao dos
agrotoxicos, estudados neste trabalho, de amostras de alimentos como morango, Oleos
comestiveis, ginseng etc. A comparagdo dos LOQ do método proposto com métodos
empregando outras matrizes alimenticias se deve a inexisténcia de trabalhos na literatura
consultada sobre processos de extragdo de residuos de agrotdxicos no pequi. Porém, os métodos
j& desenvolvidos para a determinagao desses agrotoxicos em outros alimentos permitem avaliar
a potencialidade de aplicacdo para a polpa de pequi.

O agrotoxico que apresentou maior LOQ nesse trabalho foi o Clorpirifos, no entanto,
abaixo do registrado por outros métodos para determinacao de seus residuos em alimentos. O
pico do Clorpirifés no cromatograma ficou em uma regido contendo outros compostos eluidos,
provavelmente provenientes de coextrativos hidrofobicos da polpa de pequi, que foram
removidos da coluna com o aumento da propor¢ao de solvente organico na fase movel,
promovido para eluir mais rapidamente o clorpirifos, composto mais hidrofobico da mistura de
agrotoxicos. Esta turbuléncia no cromatograma foi registrada no intervalo entre 10,0 e
12,0 min, regido de elui¢ao do pico do clorpirifos. Além disso, o clorpirifés apresentou a menor

intensidade de pico, mesmo no comprimento de maxima absorcao, dentre os agrotoxicos, o que
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justifica seu maior valor de LOQ. Para os demais agrotdxicos, os limites de quantificagao
encontrados na literatura foram, pelo menos, proximos aos obtidos neste trabalho,
comprovando a boa detectabilidade do método proposto.

Comparando os valores de LOQ do método para os agrotéxicos com os limites maximos
residuais para cada composto nas culturas em que sao normalmente aplicados, Tabela 4 (pag.
17), observa-se que, com excegdo do Clorpirifds, os agrotoxicos apresentaram menores valores
de LOQ que os LMR disponiveis para as monoculturas apresentadas, se mostrando portanto um
método util para determinagao de residuos de agrotoxicos em polpa de pequi.

Valores de LOQ podem ser obtidos na literatura para métodos envolvendo detecgdo por
espectrometria de massas. Geralmente, estes trabalhos apresentam resultados de LOQ em
ordem de grandeza de pug kg'' (GRANDE-MARTINEZ, et al., 2016), cerca de 10 a 1000 vezes
menores dos obtidos neste trabalho. Porém, os dados neste trabalho comprovam que ja sdo
suficientes para monitorar estes agrotoxicos pelo método proposto, de acordo com as

comparagoes realizadas.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi desenvolvido e otimizado um método de extragao (ESL-PBT) de
residuos de agrotoxicos em polpa de pequi, com analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia e deteccdo UV por arranjo de diodos, que mostrou boa eficiéncia na recuperagao dos
agrotoxicos e detectabilidade adequada para a determinag¢do de residuos dos agrotdxicos
carbendazim, clorpirifos, terbutilazina, tiabendazol, diuron e carboxina. O uso do PFF e do PCC
proporcionaram boa eficacia no desenvolvimento e otimizagao do método, resultando em bons
percentuais de recuperagdo para todas extragdes realizadas no PCC, possibilitando a otimizagao
das 8 varidveis estudadas, com rendimentos percentuais de recuperacao proximos de 100 %. A
avaliagdo visual do extrato obtido mostra que a solugdo, apesar de possuir coloracdo amarela
resultante da extragdo de componentes do pequi juntos aos analitos, possui aspecto translucido
e livre de impurezas, o que elimina uma etapa adicional de purificacdo do extrato, simplifica a
preparacao da amostra, e refor¢a a eficacia do método otimizado, confirmada pelo baixo efeito
matriz.

As figuras de método avaliadas, como o LOQ, linearidade, sensibilidade e efeito matriz
mostraram que o método proposto € adequado para a finalidade desejada, atendendo os critérios
de aceitagdo de agéncias regulamentadoras nacionais e internacionais. Apesar do detector nao
apresentar niveis de detectabilidade na mesma ordem de grandeza da espectrometria de massas,
o detector por arranjo de diodos (UV-VIS) possibilitou valores de LOQ, no minimo
comparaveis a outros métodos disponiveis na literatura e aos LMR determinados pela ANVISA,
adequadas para o monitoramento da contaminagdo de frutos do pequi expostos a cargas de

agrotoxicos aplicados nas regides de cultivo de graos e cana-de-agucar do Cerrado Brasileiro.
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6 PROXIMAS ETAPAS

Este trabalho visou apenas o desenvolvimento e otimizagdo do método de extracao
solido-liquido com particdo em baixa temperatura de residuos de agrotdoxicos em polpa de
pequi, com analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector por arranjo de
diodos (UV-VIS). As figuras de mérito avaliadas foram necessérias para desenvolvimento e
otimizagdo do método, e por este motivo, nao foi realizada a avaliagdo das demais figuras de
mérito, necessarias para a completa validagao do método proposto.

Por este motivo, também nao foi realizada a aplicacdo do método proposto, com a
avaliagdo de frutos disponiveis no mercado quanto a residuos dos agrotéxicos estudados.

Assim, as proximas etapas deste trabalho serdo a validagdo completa do método
analitico proposto, aplicacdo em frutos da regido, e disponibiliza¢do dos resultados na literatura,
para que no futuro, este fruto possa ser monitorado pela ANVISA, a fim de garantir a seguranga

alimentar dos consumidores do pequi.
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