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1 Introducao

O estudo do monitoramento de agrotoxicos em matrizes alimenticias t€ém se tornado
uma preocupacdo emergente nos grupos de pesquisas da area da toxicologia, visando a
seguranca alimentar. A utilizagdo de agrotoxicos em alimentos tornou-se necessaria e
intensificada desde a Revolucdo Verde em 1960, e no Brasil ap6s a década de 70, apesar de
ser uma pratica vantajosa e necessaria para o combate de pragas agricolas em varios estagios
de cultivo. O uso indiscriminado ocasiona a contaminagdao de compartimentos ambientais e

alimentos podendo causar danos a saide humana (ANVISA, 2021)

4

Segundo Hirakuri e Lazzaroto (2014), a soja é o quarto grdo mais consumido e
produzido globalmente, atras de milho, trigo e arroz. O principal estado produtor nacional de
soja ¢ o Mato Grosso e, o Rio Grande do Sul, possui a terceira maior area de produgao de soja
do Brasil. Além disso, esses estados de acordo com o boletim anual sobre comercializacao de
agrotdxicos para o ano de 2020 (IBAMA, 2021), sdo respectivamente, o primeiro € o quarto

maior estado consumidor de agrotoxicos.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) mantém o Programa de
Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), este que monitora os alimentos

consumidos pelas familias brasileiras, medindo o limite maximo residual (LMR) presente no
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produto analisado. Entretanto, como a soja ndo ¢ considerada agradavel ao paladar quando
esta in natura, ndo ha fiscalizagdo e medidas de controle acerca da presenga de agrotoxicos no

grao da soja e nem em seus subprodutos (Gaboardi, 2022; May, 2016).

Gaboardi (2022), a partir de uma analise dos relatorios do PARA entre os anos de
2001 a 2018, relatou que, em média 63% das amostras de alimentos analisadas contém algum
residuo de agrotoxicos, isso aponta que alimentos consumidos no Brasil possuem tragos de

ingredientes ativos de agrotoxicos.

Em estudos de Galani et al. (2020), foram monitorados 81 residuos de compostos
organicos em amostras de produtos agricolas utilizando como método multiresiduo de preparo
de amostras, e como técnica de determinagdo a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS). Para os autores, a principal finalidade da pesquisa ¢ a
avaliagdo da exposi¢do humana, através da producdo e consumo de alimentos. Trabalhos

dessa natureza sdo essenciais para a seguranca alimentar.

2 Objetivos

Otimizar e validar uma metodologia, utilizando QuEChERS e LC-MS para

determinagdo de agrotdxicos em soja.

3 Metodologia
3.1 Preparo das amostras

Inicialmente preparou-se o padrdo de cada agrotoxico na concentragdo de 1000 mg L~
'. Logo a seguir foi preparada uma mistura de 21 compostos agrotoxicos diluidos em metanol
(CH;O0H) com concentragdes de 5 ¢ 10 mg L.”" Os compostos presentes na mistura foram: 2,4-
D, azoxistrobina, bentazona, ciproconazol, clomazone, clorpirifés, difenoconazol, diuron,
epoxiconazol, fipronil, flutriafol, imazapique, imazetapir, imidacloprido, malationa,
piraclostrobina, profenofos, propiconazol simazina, tebuconazol, tiametoxam e

trifloxistrobina.

A soja utilizada para os testes de valida¢do ¢ proveniente de cultivo organico. Foram
utilizados os grios sem tratamento de sementes, no qual passou por secagem na estufa a 110

°C por 30 minutos, entdo, foi triturado e pesado 5 g em tubos falcon de 50 mL. Para extracao
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e limpeza do sobrenadante formado nas amostras foram utilizados os sais de sulfato de
magnésio MgSO (MgS0O.,) e cloreto de sédio (NaCl) na extracdo, e para limpeza MgSO
MgSO, combinado com outros sorventes sendo C18, Florisil e PSA.

A metodologia adotada foi o método QUEChERS original e acetato por apresentar
bons resultados na andlise de multiresiduos de agrotdxicos de acordo com Anastassiades. et
al. (2003). As etapas do método consistem na escolha do solvente adequado, adigdo de sais e

separacao de fase com efeito salting out, etapa de clean up com sorventes.

Inicialmente em todas as amostras foram pesadas nos tubos falcon ¢ acrescentado 10
mL de 4gua ultrapura para formacdo do slurry (pasta), em seguida, amostras foram
fortificadas através da adi¢do de 100 pL da mistura de padroes de agrotoxicos, enquanto as
amostras do branco receberam a mesma quantidade de metanol, posteriormente foram
adicionados 10 mL de acetonitrila (CH3;CN) em todas as amostras e entdo feita a agitacdo
manual. Apds, foram adicionados os sais de extracdo (6 g de MgSO,4 e 1 g de NaCl), nas
amostras. As amostras foram agitadas manualmente, em seguida centrifugadas por 5 minutos
a 3000 rpm. Para o método tamponado (acetato), a acetonitrila foi acidificada com acido
acético (CH;COOH) a 1% e foi utilizado 1,5 g de acetato de sodio (CH3;COONa). Do
sobrenadante formado no tubo falcon de 50 mL, foram retirados 4 mL e transferidos para
tubos falcon de 15 mL que contém os sais de limpeza (clean up). Os tubos falcon com sais de
limpeza mais o sobrenadante foram agitados, e entdo centrifugados por mais 5 minutos. Apos,
2 mL de sobrenadante foi filtrado e encaminhado para injecdo no sistema cromatografico
liquido com detector de massa LC-MS. A separagdo dos compostos se deu em uma coluna de
C18 (50 mm x 2,1 mm di. x 3,0 pm). A fase movel utilizada foi metanol, grau HPLC e dgua
ultrapura, ambos acidificados com &cido férmico (HCOOH), grau HPLC a 0,1% e formiato de
amonio (NHsHCO,) 5 mmol . L. Realizou-se eluigdo por gradiente com vazdo de 0,2
mL.min"', com um tempo de andlise de 13 minutos. A curva de calibragio foi construida com
12 pontos, com concentragdes entre 0,5 a 1000 ug.L™". As principais condi¢des do sistema de
detecgdo foram: voltagem capilar de 4500 eV; vazdo do gas de nebulizagido ( N2): 3 L.min™;
vazdo do gas de secagem ( N,): 15 L.min L.min"'; temperatura de interface: 250 °C;
temperatura de dessolvatacdo: 300 °C. O sistema de ionizacdo foi alternado no modo positivo

e negativo dependendo do analito.
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4 Resultados e Discussao

No primeiro teste realizado com a mistura de 22 compostos foi feito o QUEChERS
acetato, baseado no método proposto por Gouvéa (2015) e May (2016) com adaptagdes. A
partir dos resultados da revisdo ja se tem um panorama do desafio que seria esse objetivo, pois
a soja ¢ uma matriz bastante complexa. Os pardmetros avaliados na otimiza¢do foram a
exatiddo (em termos recuperacdo) e a precisdao intermedidria (em termos de desvio padriao
relativo). Os resultados desse primeiro teste indicaram melhores pardmetros de recuperagao

para o QUEChERS original, sendo considerados os resultados de 70 a 120% de recuperagao.

Em um segundo teste, verificou-se qual sorvente de limpeza obteve melhor
recuperagdo dos compostos agrotoxicos nas amostras fortificadas com a mistura de 21
compostos. Os resultados de recuperacdo e desvio padrao relativo das amostras indicaram
que, nas amostras onde houve maior niimero de recuperacdo dos compostos o sorvente

utilizado foi 0 C18 combinado com Florisil.

5 Conclusao

E necessario que haja mais testes, pesquisando quais caracteristicas da soja
influenciam para que haja tamanha dificuldade na obtengdo de resultados satisfatorios,
também analisando se o preparo de amostras feito até agora ¢ realmente o mais eficiente. A
proxima etapa seria a validagao total do método, a qual ndo foi realizada por problemas no

equipamento.
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