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RESUMO

As estrobilurinas sintéticas sé@o fungicidas produzidos e comercializados no mundo
todo, estando entre os mais vendidos por sua eficiéncia contra diferentes fungos.
Por razbes de seguranca de salde publica, a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) classifica as estrobilurinas sintéticas como produtos
altamente ou medianamente toxicos. Por isso, a legislacdo tem sido cada vez
mais restritva com relacdo aos agrotoxicos de modo geral, incluindo
as estrobilurinas. O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um
método analitico para determinacdo de sete estrobilurinas por HPLC com deteccéo
simultanea ultravioleta (UV) e eletroquimica/amperométrica (DE), além da sua
aplicacdo na andlise de amostras de feijdo. O detector eletroquimico foi acoplado de
modo “homemade” ao HPLC. O método de separagdo para as sete estrobilurinas
por HPLC empregando coluna de fase reversa C 18 foi otimizado a partir do estudo
de paradmetros como a composicao da fase mével e modo de eluigdo, avaliando-se,
entre outros, a resolucao e simetria dos picos. Para a detecgdo UV foi selecionado
adequadamente o comprimento de onda, enquanto na detec¢cdo amperomeétrica o
potencial de eletrolise, utilizando um eletrodo de diamante dopado com boro (DDB)
como eletrodo de trabalho. A deteccdo UV foi realizada em 200 nm e a
amperométrica aplicando-se um potencial de 1,9 V. Foi otimizado um método de
extracdo para as estrobilurinas, o qual foi adequado, seletivo e eficiente na remogéao
de interferentes. Na avaliacdo da exatiddo do meétodo obteve-se valores
de recuperacdes para as estrobilurinas entre 61,6 % a 98,8 % com desvios padrdes
menores que 10,0 %. Os limites de deteccdo do método foram 0,02 mg kg™ para
todas as estrobilurinas, e os limites de quantificagdo variaram de 0,06 a 0,07 mg kg
!, obtidos por deteccdo UV e DE. Os métodos de detecgéio UV e DE também foram
comparados estatisticamente, o que mostrou ndo haver diferengas significativas
entre os resultados reportados por estes em um nivel de 95 % de confianga. Foram
analisadas sete amostras de feijdo de diferentes tipos e procedéncia, todavia nao

foram detectadas nenhuma das estrobilurinas estudadas neste trabalho.

Palavras chaves: Estrobilurinas. Feijao. HPLC. Amperometria. Eletrodo de diamante
dopado com boro (DDB).



ABSTRACT

Synthetic strobilurins fungicides are produced and marketed all over the world, being
among the best selling ones due to their efficiency against several fungi. For public
health security reasons, ANVISA (National Health Surveillance Agency) classifies
synthetic strobilurins as highly or moderately toxic. Therefore, legislation has been
increasingly stricter regarding pesticides in general, including strobilurins. This study
aimed to develop an analytical method for the determination of seven strobilurins
using HPLC with simultaneous ultraviolet (UV) and electrochemical/amperometric
(DE) detections, in addition to its application for the analysis of bean samples. The
electrochemical detector was coupled to the HPLC in a homemade way. The
separation method for the seven strobilurins by HPLC employing C18 reversed
phase column was optimized from the study of such parameters as the composition
of the mobile phase and the elution mode, evaluating, among others, peak resolution
and symmetry. For UV detection the wavelength was suitably selected, while for the
amperometric detection the potential electrolysis was chosen, using a boron-doped
diamond electrode (DDB) as the working electrode. UV detection was performed at
200 nm and amperometric detection at 1.9 V. An extraction method was optimized
for the strobilurins, which was adequate, selective and efficient in removing
interfering substances. In the accuracy evaluation of the method, the recovery values
obtained for strobilurins were between 61.6% and 98.8%, with standard deviations
lower than 10.0%. The detection limits of the method were 0.02 mg kg * for all the
strobilurins, and the quantification limits ranged from 0.06 to 0.07 mg kg™, obtained
by UV and DE detection. UV and DE detection methods were statistically compared,
which showed no significant differences between the results reported by them at a
95% confidence level. Seven samples of bean of different types and origins were

analyzed, but none of the strobilurins studied in this work were detected.

Keywords: Strobilurins. Beans. HPLC. Amperometry. Boron doped diamond
electrode (DDB).
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1. INTRODUCAO

1.1. Contextualizagéo do trabalho

O advento dos agrotoxicos no cenario mundial e seu crescente uso até os
dias atuais estdo relacionados a demanda de quantidade e qualidade de produtos
agricolas para garantir mais saude e qualidade de vida a populagdo mundial (FAO,
1999). O Brasil, que tem bases econémicas fortemente ligadas ao setor agricola, é
considerado atualmente o maior consumidor de agrotoxicos no mundo, seguido
pelos Estados Unidos (CARNEIRO et al., 2012 e PELAEZ et al., 2012). Nos ultimos
dez anos, o crescimento do mercado brasileiro de agrotoxicos foi de 190 %, contra
93 % do mercado mundial (CRUZ, 2014).

Embora sejam inegéveis as contribuicbes do uso de agrotdxicos para
melhorias na produtividade agricola, estas substancias sdo potencialmente toxicas
para os seres humanos. Muitos trabalhos apontam consequéncias patolégicas para
o homem devido a exposicdo e contaminacdo por agrotdxicos, como cancer em
geral, distdrbios neuroldgicos, mutagcdes genéticas, problemas respiratorios crénicos,
entre outros. Além disso, a atividade agricola € considerada como uma das que
apresentam maior periculosidade ao trabalhador sendo responsavel por altas taxas
de intoxicacdo e até mesmo letalidade (SIQUEIRA e KRUSE, 2008).

Diante disso, a manutencdo de boas praticas no uso de agrotdxicos é
essencial para a saude dos trabalhadores do setor e consumidores de produtos
agricolas. Assim, surgiram-se no mundo todo érgdos regulatérios de agrotoxicos e
legislagbes a respeito cada vez mais bem estabelecidas. No Brasil, a regulacéo de
agrotoxicos é compartilhada pelos Ministérios da Agricultura, da Saude e do Meio
Ambiente, sendo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) o 6rgéo
responsavel pela avaliacdo, monitoramento e classificagdo toxicoldgica dos
agrotoxicos (CRUZ, 2014).

Neste sentido, visando avaliar continuamente os niveis de residuos de
agrotoxicos nos alimentos de origem vegetal, a ANVISA criou em 2001 o Programa
de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA). Neste programa, sdo
analisados alimentos disponiveis no mercado varejista a fim de verificar se

apresentam agrotoxicos autorizados em niveis de residuos dentro dos Limites
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Maximos de Residuos (LMR) estabelecidos na legislagdo nacional vigente (BRASIL,
2003a). Segundo analise realizada pelo PARA, em amostras de alimentos coletadas
por todo Brasil, cerca de um terco dos alimentos estdo contaminados por
agrotoxicos, apresentando ingredientes ativos ndo autorizados para aquele cultivo
e/ou autorizados acima do LMR (BRASIL, 2013).

Portanto, € de suma importancia o desenvolvimento de métodos adequados e
sensiveis para monitoracdo dos residuos de agrotdxicos em produtos agricolas,
assim como, uma constante avaliagdo da conformidade com a legislagdo dos

produtos alimenticios de origem agricola que chegam ao consumidor.

1.2. As estrobilurinas

Segundo a Agéncia Americana de Protegcdo Ambiental — EPA (Environmental
Protection Agency) dos Estados Unidos, agrotoxicos sdo quaisquer substancias ou
mistura de substancias destinadas a atenuar, prevenir, destruir ou repelir qualquer
tipo de praga (EPA, 2003). Estes podem ser classificados com relagéo ao tipo de
praga alvo (algicidas, fungicidas, herbicidas, inseticidas, acaricidas, molucidas,
nematicidas, ovicidas, entre outros) e de acordo com sua estrutura quimica, levando
em conta o grupo funcional com atividade biolégica (SILVA, 2009).

As estrobilurinas séo fungicidas extraidas naturalmente de cogumelos, cujo
nome é inspirado no género Strobilurus. A estrobilurina A foi a primeira da classe
isolada a partir de culturas de liquidos de cogumelos Strobilurus tenacellus (ANKE et
al., 1977). Em 1978 foram elucidadas as estruturas das estrobilurinas A e B (Figura
1) e a partir de entdo, muitas outras foram identificadas em diversos fungos. A
caracteristica comum entre as estrobilurinas naturais € a presenga do grupo metil(E)-
3-metoxi-2-(5-fenilpenta-2,4-dienil) acrilato em suas estruturas, diferenciando-se
apenas nos substituintes R; e R, no anel aromatico, conforme exemplificado na
Figura 1 (BALBA, 2007).
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Figura 1: Estrutura das estrobilurinas naturais A e B.

O O
NN X
O\

Rz
R1
Estrobilurina A: Ri1=H; R,=H
Estrobilurina B: R; = OCHg3; R, = Cl
Fonte: Adaptado de BALBA, 2007.

A atividade fungicida das estrobilurinas consiste na inibicdo da respiragéo
mitocondrial por ligagdo ao chamado citocromo B, localizado no interior da
membrana mitocondrial dos fungos (ABREU et al., 2005). Este modo de acao é mais
eficiente sobre os esporos, que sdo os primeiros estagios de vida dos fungos na
planta infectada. Por isso, as estrobilurinas sdo usadas como fungicidas protetores
ou preventivos, ou seja, séo mais eficazes antes da infec¢éo e iniciagéo do ciclo da
doenca nas plantas (BALBA, 2007).

A identificacdo das estruturas quimicas e modo de acdo das estrobilurinas
naturais possibilitaram o desenvolvimento das estrobilurinas sintéticas. As
estrobilurinas sintéticas sdo uma classe de fungicida relativamente nova, sendo a
azoxistrobina a primeira a ser anunciada em 1992, e somente comercializada a partir
de 1996. Na sequéncia, outras estrobilurinas foram desenvolvidas com sucesso para
uso comercial como, por exemplo, cresoxim-metilico em 1992, trifloxistrobina em
1998, picoxistrobina e piraclostrobina em 2000, fluoxastrobina e dimoxistrobina em
2003 (BALBA, 2007; BARTLETT et al., 2002; HOWELL et al., 2014).

As estrobilurinas sintéticas sdo produzidas e comercializadas no mundo todo,
estando entre os fungicidas mais vendidos por sua eficiéncia contra fungos (LIU et
al., 2013). Elas sdo mais estaveis comparadas as naturais, possuem alta atividade
fungicida, alta seletividade e baixas taxas de dosagem nas plantagdes (LIANG et al.,
2013). Além disso, sdo ambientalmente mais seguras, uma vez que sdo derivadas
estruturalmente das estrobilurinas naturais e sofrem facilmente degradacdo no

ambiente, principalmente fotodegradacéo (SOUZA et al., 2009).
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Nesse contexto, em um trabalho recente foi avaliada a degradacéo térmica e
fotoquimica por exposi¢cédo a radiacdo UV de trés estrobilurinas amplamente usadas,
a cresoxim-metilico, picoxistrobina e piraclostrobina. SolugBes dessas estrobilurinas
foram colocadas em um reator fotoquimico contendo duas |lAmpadas de vapor de
mercuario e expostas a radiacdo UV de 5 a 90 minutos. Os resultados mostraram
degradagdo completa de cresoxim-metilico e picoxistrobina em 80 e 30 minutos,
respectivamente. J4 para a piraclostrobina, sua concentracdo foi reduzida a 9,6 %
da concentragdo inicial em 90 minutos de exposi¢cdo. Com relagdo a degradacao
térmica verificou-se que sob as condi¢cfes testadas, 60 °C por 120 minutos, nédo
houve degradacéo relevante das estrobilurinas (DORNELLAS, 2014a).

Embora ndo se tenha um estudo concreto, alguns pesquisadores apontam
que diversos metabdlitos das estrobilurinas s@o soliveis em &gua e tém uma
elevada mobilidade entre solo, ar e agua. As estrobilurinas foram classificadas como
altamente toxicas para o0s organismos aqudticos expostos a concentracdes
relevantes, durante a pulverizacdo de areas, ou indiretamente, atraves da lixiviagcao
do solo. Contudo, estas foram consideradas de baixa toxicidade aguda e crdnica
para os seres humanos, aves e mamiferos (LIU et al., 2013).

Entretanto, no ambito de seguranca para a salde humana, a ANVISA
classifica algumas das estrobilurinas sintéticas mais difundidas no mundo e no Brasil
como produtos altamente ou medianamente tdxicos e estabelece para estes valores
de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) por peso corpéreo (p.c.). Tais valores séo
definidos durante o processo de avaliagdo de risco desses produtos e indicam a
dose para a qual as estrobilurinas ndo causam intoxicacdo em humanos (BRASIL,
1992). Na Tabela 1 s&o apresentadas as estruturas moleculares dessas
estrobilurinas e valores de IDA. Até o momento a ANVISA néo divulgou nenhum
valor de IDA para fluoxastrobina.

As estrobilurinas possuem alta solubilidade em solventes orgéanicos,
principalmente de polaridade intermediaria, como acetato de etila, acetonitrila,
acetona, éter etilico, entre outros. Tais solventes sdo normalmente selecionados
como solventes de extragéo e preparagdo de amostras para disponibilizagéo destas
substancias (RAINA-FULTON, 2015). Contudo, as estrobilurinas possuem baixa
solubilidade em &gua como pode ser observado na Tabela 2 em que sé&o

apresentadas algumas propriedades fisicas das estrobilurinas sintéticas.



Tabela 1: Estrobilurinas sintéticas utilizadas como fungicidas e valores de IDA.
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Nome

IDA* )
Formula estrutural

(mg Kg™ p.c.)

Azoxistrobina

Cresoxim-metilico

Dimoxistrobina

Picoxistrobina

Piraclostrobina

Fluoxastrobina

Trifloxistrobina

N7 N |
|
0,020 I OMO
CN

0O o
\c“: \CHs

0
s
0
0,400
O O
CH; C CH,

Il
o

CH;

0,003 H,

0,043

0,040

ND

0,030

*Ingestao Diaria Aceitavel por peso corpéreo (p.c.); ND = nao disponivel;
Fonte: Adaptado de BRASIL, 2009a; BRASIL, 2009b; BRASIL, 2010a; BRASIL, 2010b; BRASIL,

2011; BRASIL, 2015.
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Tabela 2: Propriedades fisicas das estrobilurinas sintéticas.

Solubilidade em Presséo de Ponto de Massa

Estrobilurina agua vapor Fuséo molar
(mg L™ a 20 °C) (mPa a 20 °C) (°C) (g mol™)

Azoxistrobina 6,0 1,1x 107 115 403,4

Cresoxim-metilico 2,0 2,3x10° 99 313,3

Dimoxistrobina 4,3 6,0 x 10° ND 326,4

Picoxistrobina 3,1 55x 107 75 367,3

Piraclostrobina 1,9 2,6 x 10° 64 387,8

Fluoxastrobina 2,3 5,6 x 107 108 458,8

Trifloxistrobina 0,6% 3,4 x 103 73 408,4

*a 25 °C; ND= nao disponivel
Fonte: BARTLETT et al., 2002; KLITTICH e RAY, 2013; RAINA-FULTON, 2015.

1.3. As amostras de leguminosas

O feijao tem destaque no cenario agricola nacional, tanto pela extensdo da
area de cultivo quanto pelo valor da producéo. Esta leguminosa, tipica na culinaria
do pais, € uma importante fonte alimentar de proteinas e ferro (MONTANARI et al.,
2010). Além do papel nutricional, o consumo de feijao tem outros beneficios para a
salde humana, tais como reducdo do risco de cancer de colon e de doencas
cardiacas, devido a reducdo do colesterol total e LDL e regulacdo dos nives de
glicose e insulina no sangue (PROLLA et al., 2010).

A produgd@o mundial de feijao est& concentrada principalmente em seis paises
segundo indicadores de 2013. Ficando atras do Mianmar e india, o Brasil é o terceiro
maior produtor mundial de feijdo, seguido da China, México e Estados Unidos.
Contudo, apenas um pequeno percentual desta producdo é destinado a exportagao,
uma vez que 0sS paises produtores também sdo grandes consumidores e as
diferencas de habitos alimentares dificultam a aceitacdo do produto em ambito
internacional (CONAB, 2015).

A alimentacgé&o da populacao brasileira, baseada na tradicional combinac¢é&o de

arroz e feijdo, faz com que esta leguminosa seja amplamente produzida e
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consumida no pais. Em 2012 no Brasil, a estimativa de consumo médio de feijao per
capita foi de 14,9 kg/ano (SEAB, 2014). Segundo dados do IBGE, em 2015 a
producéo de feijdo no Brasil alcancou 3,1 milhdes de toneladas do produto, sendo 0s
principais estados produtores neste periodo o Parana, Bahia e Minas Gerais (IBGE,
2015).

O feijdo é cultivado no Brasil por pequenos e grandes produtores, em
diversificados sistemas de produgédo, com ciclos de cultivo variando de 65 a 100
dias. Uma vez que esta leguminosa apresenta ampla adaptacdo climética, sua
producédo é possivel durante todo o ano, nas diferentes épocas e safras (EMBRAPA,
2003 e SEAB, 2014). O cultivo é realizado em trés safras distintas, a primeira (safra
das &guas) com plantio nos meses de agosto a novembro, a segunda (safra da
seca) com plantio de dezembro a margo e a terceira (safra de inverno) com plantio
de abril a julho (WANDER, 2007).

Os tipos de feijao produzidos e consumidos no Brasil podem ser classificados
em dois grupos principais de acordo com a espécie, o feijdao comum (Phaseolus
vulgaris L.) e o feijao caupi (Vigna unguiculata L.). Além disso, eles podem ser
categorizados quanto a coloracdo do tegumento (pelicula) entre os tipos, branco,
preto, cores e misturados. Com relagdo ao feijdo comum, o tipo preto é mais popular
nos estados da regido Sul e Sudeste, enquanto o tipo carioca (cores) € aceito em
todo Brasil, representando 53% da &rea plantada. J& o feijdo caupi € mais comum
nas regides Norte e Nordeste, sendo alguns dos representantes mais conhecidos
desse grupo o feijado de corda, verde (vagens) e fradinho. (COSTA e KNABBEN,
2012; EMBRAPA, 2003; FILHO et al., 2011).

O feijoeiro, devido ao fato de ser cultivado durante todo ano, geralmente é
exposto a muitos fatores desfavoraveis como, por exemplo, diversas doencas que
além de diminuir a produtividade, depreciam a qualidade do produto. As doencgas
podem ser causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides, e muitas vezes sao
necesséarias medidas de controle, como a aplicacdo de fungicida, bactericidas ou
outros defensores agricolas, visando a erradicacdo de patdgenos e protecao da
planta (BARBOSA e GONZAGA, 2012).

Os fungicidas da classe das estrobilurinas sdo amplamente utilizados em
culturas de frutas, vegetais, cereais e leguminosas, abrangendo o feijao.

Geralmente, um Unico tipo de estrobilurina é utilizada em determinada plantacéo,
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sendo escolhida de acordo com a eficiéncia contra a praga especifica cuja cultura
esta sofrendo infecgdo (BARTLETT et al., 2002).

Contudo, mesmo sendo necessario o uso das estrobilurinas para garantir a
eficiéncia da producéo, vale advertir que a contaminagdo de alimentos de origem
agricola com tais substancias e também outros agrotoxicos, podem acarretar altos
riscos a saude do consumidor.

Neste sentido, a ANVISA estabelece para as estrobilurinas na cultura de
feijdo, com excecdo da fluoxastrobina, o modo de aplicacdo, o limite maximo de
residuos (LMR) e o intervalo de seguranca antifingico, que € o tempo que deve ser
resguardado entre a Ultima aplicagdo do agrotoxico e a colheita, conforme

apresentado na Tabela 3.

Tabela 3: Limites maximos de residuos (LMR) e emprego das estrobilurinas em

culturas de feijao no Brasil.

Modalidade de Intervalo de
Estrobilurina Emprego LMR (mg Kg™) seguranca
(aplicagéo) (dias)
Azoxistrobina Foliar 0,10 7
Cresoxim-metilico Foliar 0,05 14
Dimoxistrobina Foliar 0,05 14
Picoxistrobina Foliar 0,01 7
Piraclostrobina Foliar 0,10 14
Piraclostrobina Sementes 0,10 ND
Trifloxistrobina Foliar 0,20 15

ND= né&o disponivel
Fonte: Adaptado de BRASIL, 2009a; BRASIL, 2009b; BRASIL, 2010a; BRASIL, 2010b; BRASIL,
2011; BRASIL, 2015.

1.4. Métodos analiticos empregados para determinacéo de estrobilurinas

Os principais meétodos descritos na literatura para determinacdo de

estrobilurinas em diversas matrizes envolvem técnicas de separacdo. As técnicas
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mais empregadas sdo cromatografia a gas (GC) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) com diferentes modos de detecgdo. Contudo, alguns trabalhos
utilizando a cromatografia eletrocinética capilar micelar (MEKC) e técnicas
eletroquimicas também s&o reportados. A seguir sdo indicados alguns exemplos
mais relevantes.

Em 2001 foi reportado um método para determinagdo de azoxistrobina,
cresoxim-metilico e trifloxistrobina em amostras de trigo, maca e uvas por GC com
detectores de nitrogénio-fésforo (NPD), de espectrometria de massa (MS) e por
captura de elétrons (ECD). Foi utilizado acetato de etila e ciclo-hexano para
extracdo dos analitos da matriz e um processo de purificagcdo das amostras por
cromatografia de permeacdo em gel. Para os trés detectores as recuperacdes
médias das estrobilurinas variaram de de 70 a 114 % e os valores de limites de
deteccéo (LD) entre 0,004 mg kg™ e 0,014 mg kg* (CHRISTENSEN e GRANBY,
2001).

No ano de 2009 foi descrito um meétodo para determinacdo de sete
estrobilurinas (azoxistrobina, metominostrobina, cresoxim-metilico, trifloxistrobina,
picoxistrobina, dimoxistrobina e piraclostrobina) em alimentos para bebé utilizando
GC/MS. Neste estudo foi proposto um pré-tratamento da amostra usando
microextracdo em fase solida (SPEM) com imerséo direta da fase extratora (fibra de
polidimetilsiloxisano-divinilbenzeno) no cromatdgrafo a gas para dessorcdo térmica
dos analitos. As recuperagdes para as estrobilurinas variaram de 96 a 109 % e os
limites de deteccdo de 0,01 a 0,04 ug kg™ (VINAS et al., 2009).

Um estudo publicado em 2011 relatou a produgdo de colunas de
imunoafinidade, avaliando trés anticorpos diferentes para extracdo em fase sélida e
concentracdo de residuos de piraclostrobina de amostras de suco de frutas. As
andlises dos extratos das amostras e determinagdo dos teores de piraclostrobina
foram realizadas por HPLC com coluna de fase reversa C18 e eluicdo no modo
isocratico com acetonitrila/agua (80:20 % v/v). A deteccdo absorciométrica em 276
nm foi realizada utilizando sistema de arranjo de diodos (DAD). Obteve-se um fator
de pré-concentracdo de 50 vezes para a piraclostrobina usando a coluna de
imunoafinidade e limite de deteccdo de 0,01 mg L™. Além disso, as recuperacdes
deste analito nas amostras fortificadas variaram de 92,5 a 104,0 % (ESTEVE-
TURRILLAS et al., 2011).
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Um trabalho utilizando cromatografia eletrocinética capilar micelar (MEKC) foi
reportado para a determinagdo de picoxistrobina e piraclostrobina em amostras
fortificadas de urina. Para eliminac&o de interferentes as amostras foram submetidas
a um processo de purificagédo dos extratos usando um cartucho de extracdo em fase
sblida (SPE) contendo C18. Foi empregado também um método de pré-
concentracdo on-line, possibilitando a obtencdo de limites de quantificagéo
instrumental de 32 pg L™ para picoxistrobina e 21 pg L™ para piraclostrobina. As
recuperacdes médias destes fungicidas nas amostras de urina fortificadas foram 109
% e 75 %, para picoxistrobina e piraclostrobina, respectivamente (SOUZA et al.,
2009).

Com relacdo a determinacdo de estrobilurinas em feijdo, poucos trabalhos
foram encontrados na literatura. Dentre os mais relevante pode-se citar um estudo
publicado em 2014 para avaliagdo da persisténcia de cresoxim-metilico e outros
pesticidas em amostras de feijédo verde submetidas a processos domésticos simples,
como lavagem e aquecimento (cozimento). O preparo da amostra foi baseado no
método de extracdo QUEChERS, um método ja proposto na literatura para extracao
de multirresiduos de pesticidas, e as analises realizadas por GC-ECD. As
recuperacdes para cresoxim-metilico, avaliadas através do branco de extracédo
fortificado, variaram de 60 a 104 %, e os resultados mostraram que processos de
lavagem e aquecimento das amostras podem eliminar de 38 a 57 % dos residuos
desta estrobilurina. Conclui-se que tais processos domeésticos simples podem
minimizar o risco de contaminagao por ingestéo desses pesticidas (AGUILERA et al.,
2014).

Outro trabalho também abordou a determinacdo de uma estrobilurina, a
azoxistrobina, em feijdo verde e ervilhas. Para extracdo do analito nas amostras foi
empregada acetonitrila com adi¢cdo de sulfato de magnésio anidro e cloreto de sodio
para induzir a separagdo e o particionamento entre as fases, e um processo de
purificacdo da matriz foi realizado utilizando carvdo neutro ativado. As analises
foram realizadas por HPLC utilizando uma coluna Kinetex Bifenil, eluicdo isocréatica
com acetonitrila/solugcdo de &cido acético 0,4 % (50:50 % v/v) e deteccéo
espectrofotométrica no UV (255 nm). As andlises também foram realizadas por
GC/MS para confirmagéo dos resultados. As recuperagdes para azoxistrobina nas
amostras variaram de 83,7 a 107,9 % e o limite de quantificaco foi de 0,1 mg Kg™*
(ABDELRAHEEM et al., 2015).
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Pode-se ainda destacar, um trabalho publicado em 2010, sendo o primeiro a
utilizar uma técnica eletroanalitica para determinacdo de estrobilurinas. Neste, foram
otimizadas condicdes para determinagdo simultinea de azoxistrobina e
dimoxistrobina em amostras de batata, uva e suco de uva. Os analitos foram
extraidos em fase solida (SPE) utilizando um cartucho de C18 para eliminagédo dos
interferentes e pré-concentracdo das estrobilurinas de interesse, e analisados por
voltametria de onda-quadrada acoplada a voltametria de redissolugdo adsortiva
empregando um eletrodo de mercurio de gota pendente. Os picos de redissolucéo
para azoxistrobina e dimoxistrobina apresentaram maximos, respectivamente, em
torno de -928 mV e -650 mV. Foram obtidas recuperagdes das estrobilurinas entre
72 e 102 % e limites de quantificacdo variaram de 13,5 a 45 pg L' para a
azoxistrobina e de 27,2 a 119 ug L™ para a dimoxistrobina nas diferentes amostras
(PACHECO et al., 2010).

O primeiro estudo utilizando o eletrodo de diamante dopado com boro
(DDB) foi reportado para determinacdo de cresoxim-metilico em amostras de suco
de uva. A estrobilurina também foi extraida por SPE em um cartucho de C18, e as
andlises foram realizadas por voltametria de onda quadrada (SWV). As medicdes
foram feitas através da varredura de 1000 a 1750 mV, obtendo-se um pico anddico
para cresoxim-metilico em 1420 mV. Baseado nos resultados experimentais foi
proposto duas possibilidades de mecanismo de oxidagc&do desta estrobilurina que
justificam a oxidacdo irreversivel promovida pela perda de dois elétrons. As
recuperacdes obtidas para cresoxim-metilico nas amostras variaram de 91,6 a 105,3
% e o limite de quantificacéo foi 0,27 mg L' (DORNELLAS et al., 2013).

Na sequéncia este mesmo autor e colaboradores publicaram alguns
trabalhos utilizando o eletrodo de diamante dopado com boro para a determinacéo
de outras estrobilurina por SWV como, por exemplo, piraclostrobina e dimoxistrobina
em amostras de 4guas naturais e suco de uva (DORNELLAS et al., 2014b e 2014c).
Além disso, reportou a comparagdo entre voltametria de onda quadrada (SWV) e
andlise por injecdo em batelada (BIA) com deteccdo amperométrica por multiplos
pulsos, também empregando o eletrodo de DDB, para determinagdo de
picoxistrobina em amostras de aguas naturais. O método desenvolvido por SWV se
mostrou mais sensivel (limite de quantificacdo de 0,25 mg L") em comparagéo ao

método BIA-amperométrico (limite de quantificacdo de 2,0 mg L™). Entretanto, o
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método BlIA-amperométrico apresentou maior faixa linear e melhor frequéncia
analitica (108 medig6es por hora) (DORNELLAS et al., 2015).

O uso de técnicas eletroanaliticas para determinacdo das estrobilurinas,
embora ainda recente e em desenvolvimento, tem mostrado potencialidade. Tais
técnicas ainda permitem acoplamento com outras, de forma a agregar vantagens de
ambas. Uma possibilidade, por exemplo, é a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) com detecgdo eletroquimica (DE) utilizando o eletrodo de DDB, que
mostrou-se eficiente para detecgdo das estrobilurinas, conforme reportado na
literatura, e substitui os eletrodos de mercurio, cujo uso tem sido desmotivado devido
a sua toxicidade. Além disso, ndo foram encontrados na literatura trabalhos para a
avaliagdo simultanea das sete principais estrobilurinas com detecc¢éo eletroquimica

em amostras de feijdo.

1.5. O acoplamento “homemade” da técnica de separacdo por HPLC e a

deteccgéo eletroquimica

Todos o0s métodos anteriormente citados apresentaram resultados
satisfatorios na determinagdo de estrobilurinas em diversas matrizes. Contudo, por
razbes de segurancga alimentar, a legislagdo tem sido cada vez mais restritiva com
relagdo aos agrotoxicos de modo geral, incluindo as estrobilurinas. Neste sentido, é
relevante o desenvolvimento de métodos analiticos cada vez mais eficientes,
confidveis, sensiveis e baratos para monitoracédo dos residuos de estrobilurinas em
produtos agricolas.

Desta forma, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) combinada a
deteccdo eletroquimica (DE) se mostra uma alternativa eficiente para determinacéo
das estrobilurinas. A principal vantagem de utilizagdo do HPLC é a possibilidade de
eliminac&o dos interferentes, o que agrega sensibilidade e seletividade ao método.
Além disso, utilizando a propria bomba do HPLC é criado um sistema automatizado
de analise em fluxo, que garante rapidez, simplicidade, repetibilidade nas analises,
baixo consumo de reagentes e possibilidade de associacdo com varios detectores

(MIRANDA et al., 2002). O acoplamento “homemade” ainda possibilita a inclusdo de
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mais um detector a técnica sem a necessidade de aquisicdo de novos equipamentos

com elevado custo.

1.5.1. Amperometria

A amperometria é a técnica mais adequada para deteccao eletroquimica em
um sistema gerado pelo acoplamento com o HPLC. Nesta técnica aplica-se uma
diferenca de potencial constante durante toda a analise, na qual a espécie
eletroativa sofre um processo redox gerando uma corrente faradaica, que por sua
vez é proporcional & concentragdo do analito presente na solugdo (SANTOS, et al.,
2011).

A amperometria destaca-se por apresentar alta sensibilidade em relagdo as
técnicas voltamétricas baseadas na varredura de potencial, principalmente pela
menor interferéncia da corrente capacitiva, que neste caso tende a um valor baixo e
constante devido a aplicagdo de um potencial fixo (QUINTINO, 2003). Isto
geralmente conduz a menores limites de detec¢do e quantificacdo, que é ideal para
andlises de fungicidas tracos como as estrobilurinas.

Esta técnica € amplamente associada a medigdes em regime de fluxo, como
a técnica de cromatografia liquida e abordagens de andlise por injecdo em fluxo
(FIA) ou batelada (BIA) (ALMEIDA et al., 2015). Neste caso, é obtido um sinal
transiente na forma de um pico de corrente, atribuido ao processo faradaico de
interesse, registrado em um grafico de corrente versus tempo de analise
(amperograma).

Analises amperométricas em sistemas em fluxo proporcionam vantagens
como reducdo de custos, maior simplicidade e frequéncia analitica. Contudo, uma
limitagcdo da técnica de amperometria é a seletividade, quando necessaria a
determinagdo simultdnea de diferentes compostos eletroativos. Além de maior
interferéncia de outras espécies, principalmente quando a andlise é realizada em
potenciais extremos. (SANTOS et al.,, 2009). Neste sentido, justifica-se mais uma
vez o acoplamento com o HPLC para determinagdo simultdnea das estrobilurinas,

uma vez que a separacdo dos analitos previamente a deteccdo amperométrica
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garante a seletividade do método em relagdo aos analitos, além de eliminacdo de

outras substancias interferentes.

1.5.2. O eletrodo de diamante dopado com boro (DDB)

z

O diamante € um material com propriedades atraentes para diversas
aplicacdes, como dureza, alta resistividade elétrica e elevada condutividade térmica.
Devido a sua excelente estabilidade quimica se tornou um material de interesse na
area de eletroquimica, contudo, por ser um isolante foi considerado a principio
inaplicavel como material para fabricacdo de eletrodos. No entanto, gragas ao
desenvolvimento de tecnologias adequadas foi possivel a fabricagédo de filmes finos
de diamante a partir da fase gasosa, sob determinadas condi¢cdes de temperatura e
pressao capazes de promover o crescimento de diamante policristalino sobre
substratos. Durante o processo, sdo incluidos agentes dopantes ao filme de
diamante para conferir propriedades condutoras, necesséaria para aplicacdes em
eletroquimica (PLESKOV, 2002).

Dentre as metodologias de obtencéo de filmes de diamantes, a mais difundida
€ a técnica de deposigcdo quimica a partir da fase vapor, do inglés “chemical vapour
deposition” (CVD). Durante a CVD um plasma € criado usando filamentos aquecidos
(~2000 °C) ou microondas. Uma fonte de carbono, geralmente metano, hidrogénio
(H2) e o agente dopante, em fase gasosa, sao introduzidos na camara de CVD onde
ocorre o0 crescimento do filme no substrato escolhido (Si, Nb, Mb, Ti, Ta, W, etc.).
Para fabricacdo de filmes de diamante dopado com boro, normalmente séo
utilizados como agentes dopantes o diborano ou trimetil-boro (MACPHERSON,
2015).

Quando dopado com boro, o diamante apresenta propriedades eletronicas de
semicondutor ou semimetais, dependendo do nivel de dopagem. Se o boro for
incluido em baixas concentragdes (10" a 10 cm™®), o comportamento do filme de
diamante serd de um semicondutor do tipo p. Neste caso os atomos de boro séo
inseridos na estrutura cristalina durante o crescimento do filme de diamante,
substituindo atomos de carbono. Os &tomos de boro funcionam como aceitadores de

elétrons contribuindo para formacédo de lacunas na estrutura cristalina, que permitem
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a passagem de carga. J& quando o boro é adicionado em grandes concentracdes
(>10%° cm®) o diamante se comporta como um semimetal apresentando baixa
resisténcia (GRANGER et al., 1999; HUPERT et al., 2003).

O eletrodo de diamante dopado com boro (DDB) tem se destacado em
diversas aplicacdes, como na determinacdo de metais, de moléculas organicas de
interesse biologico e também de agrotoxicos (SELVA e PAIXAO, 2016; WEI et al.,
2014; XU et al.,, 1997; ZHAO et al.,, 2006). O eletrodo de DDB possui algumas
caracteristicas Unicas como, por exemplo, ampla janela de potencial em meios
aguosos e nao aquosos, estendendo-se normalmente de -1,35 a +2,3 V, contudo
podendo chegar até 3 V em determinadas condi¢fes. Isto permite varias aplicacdes
importantes nédo possibilitadas por outros eletrodos (PLESKOV, 2002).

Além disso, o eletrodo de DDB apresenta baixa corrente capacitiva levando a
uma boa relagéo sinal-ruido, menor sensibilidade ao oxigénio dissolvido, resisténcia
a corrosdo e baixa suscetibilidade de envenenamento do eletrodo, sendo assim de
vida util prolongada (DRAGOE et al., 2006; LUONG et al., 2009). Desta maneira,
apresenta alta estabilidade, alta sensibilidade e baixos limites de detec¢do, sendo
estas as principais motivagdes para sua utilizagdo como eletrodo de trabalho para

determinagéo eletroquimica de residuos de estrobilurinas em alimentos.
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2. OBJETIVO

2.1.

Objetivo Geral

Desenvolver um método para quantificag@o dos teores residuais de fungicidas da

classe das estrobilurinas em amostras de feijdo utilizando Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia (HPLC) com deteccdo simultinea eletroquimica (DE) e

espectrofotométrica no UV.

2.2.

Objetivos Especificos

Otimizar um método de analise para a determinacdo das setes estrobilurinas
selecionadas (azoxistrobina, cresoxim-metilico, dimoxistrobina, fluoxastrobina,
picoxistrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina) por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC) com deteccdo simultdnea eletroquimica (DE) e
espectrofotométrica no UV;

Otimizar o acoplamento “homemade” do detector eletroquimico ao HPLC,
ajustando as condi¢des instrumentais para detecgédo das estrobilurinas por
amperometria, utilizando um eletrodo de diamante dopado com boro como
eletrodo de trabalho;

Comparar o método de deteccdo amperométrico com a deteccdo
espectrofotométrica no UV;

Otimizar um método de tratamento das amostras de feijdo para extracdo das
estrobilurinas e posterior analise;

Quantificar os teores residuais de estrobilurinas nas amostras de feijao.
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3. MATERIAIS E METODO

3.1. Materiais e reagentes

Os solventes acetonitrila (ACN) da marca Sharlau, metanol (MeOH) da marca
J.T.Backer, acido fosforico e acetato de etila da marca Tedia e n-hexano da marca
Dinamica foram de grau HPLC. Etanol e éter etilico foram de grau analitico da marca
Vetec. Os padrées de azoxistrobina, cresoxim-metilico, dimoxistrobina,
fluoxastrobina, picoxistrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina foram da marca
Riedel-de-Haen, todos com 99,0 % m/m de pureza. Os padrdes das estrobilurinas
foram dissolvidos individualmente em ACN para a obtengdo de solugdes padrao
estoque 1,0x10?mol L™.

Para o tratamento das amostras, ainda foram utilizados silica 70-230 mesh e
sulfato de sédio anidro da marca Vetec, NaCl com 99,0 % m/m de pureza da marca
Vetec e |a de vidro. Para remoc¢éo de umidade e impurezas volateis, a silica e sulfato
de sddio foram previamente levadas em estufa a 120°C por 2 horas e a |a de vidro
em mufla a 250 °C também por 2 horas.

No preparo de solugdes foram utilizados &cido sulfarico grau analitico da
marca Impex e é&cido cloridrico grau analitico da marca Vetec e como eletrdlito
suporte foi utilizado o NaClO4 com 90,0 % m/m de pureza da marca Spectrum. Para
as demais solugdes foi utilizada agua deionizada ultrapura (Milli-Q - Quantum EX).
Para filtrar as solugbes de inje¢éo foram utilizados filtros com membrana de PTFE

0,45 pm de porosidade da marca Agilent.

3.2. Instrumentagéao

O método cromatografico para quantificagdo das estrobilurinas foi
desenvolvido em um HPLC Agilent 1100 serie com injetor manual e algas de
amostragem de 20 e 50 pL (vélvula Rheodyne), sistema desgaseificador, bomba
quaterndéria, detector UV-Vis de multiplos comprimentos de onda (MWD) e software

Agilent Chemistation LC Systems. Foi utilizada uma coluna cromatogréfica de fase
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reversa C 18 Inertsil ODS-3 (150 mm x 4,6 mm de diametro interno, 5 pum de
diametro de particula), com coluna de guarda Inertsil ODS.

Para a realizacdo de todas as medidas eletroquimicas, um potenciostato
MAutolab Type IlI (EcoChemie, Utrecht, Holanda) interfaceado a um
microcomputador e software GPES 4.9 foram usados. Uma célula eletroquimica de
teflon construida no laboratério e ja reportada pelo grupo (HONORIO et al., 2014) foi
adaptada para o trabalho, possuindo volume interno de 100 uL. Esta célula wall-jet,
mostrada na Figura 2-A, com um eletrodo de trabalho (ET) de diamante dopado com
boro (DDB), um eletrodo de Ag/AgClisay também construido no laboratério como
eletrodo de referéncia (ER) (PEDROTTI et al., 1996) e uma agulha de a¢o inox como
eletrodo auxiliar (EA) foram usados para as andlises quantitativas. Vale ressaltar que
0s ER e EA auxiliar foram posicionados com um angulo de aproximadamente 10°
em relacdo ao plano da célula para evitar vazamento. A célula eletroquimica foi
instalada em uma gaiola de Faraday, também construida no laboratério, conforme

mostrado na Figura 2-B, para a minimizacao do ruido eletrénico.

Figura 2: (A) Célula eletroquimca contendo eletrodo de trabalho de DDB (ET),
eletrodo de referéncia Ag/AgClsay (ER) e agulha de ago inox como eletrodo auxiliar
(EA); (B) Célula eletroquimica instalada na gaiola de Faraday; (C) Arranjo

instrumental para o acoplamento das técnicas.

ER ET
X 5 EA

(A)

Fonte: Elaborada pela autora.
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Para o tratamento das amostras foi utilizado um banho ultrassonico da marca
Unique UltraSonic Cleaner, modelo USC 2800 (25 kHz e 120 W), rotavapor Fisatom
(70 W), vortex Phoenix, modelo AP-56 (130 W) e pHmetro com eletrodo de

membrana de vidro para medidas de pH da marca Digimed.

3.3. Procedimento para ativagéo do eletrodo de DDB

Para a realizagdo dos experimentos o eletrodo de DDB foi submetido
diariamente a um processo de limpeza e ativagdo. A etapa de limpeza consistiu na
imersdo do eletrodo em uma solucéo de H,SO4 0,5 mol L™ e aplicacdo de uma
corrente de +0,01 A por 1000 s. Em seguida, foi utilizada uma ativacdo catodica em
meio de H,SO4 3,0 mol L™ por um curto periodo de tempo, apenas 340 s sob um
potencial de -2,3 V (AZEVEDO, 2014).

3.4. Testes preliminares

Para a avaliagdo do comportamento eletroquimico das estrobilurinas com
eletrodo de DDB, foram obtidos voltamogramas ciclicos em meio de ACN, com
proporcao fixada em 60 % v/v. Como porcao aquosa (40% restante) foram testados
adgua deionizada pH 5,5, tampao Britton-Robinson (tamp&o BR) pH 2,0 e pH 4,0 e
tampéo fosfato pH 3,0 e pH 4,0. O potencial aplicado foi variado de 0,0 a 1,8 V e a
velocidade de varredura de 0,1 V s™*. A concentracdo das solucdes individuais das
estrobilurinas na célula eletroquimica foi de 1,0x10™ mol L™, cuja concentracdo em
mg L variam de 31,3 a 45,9. Apdés os testes iniciais optou-se por expressar as
concentracdes das estrobilurinas em mg L™ por ser mais conveniente para posterior
apresentagao dos resultados nas amostras.

Os voltamogramas hidrodinamicos das solugdes individuais das estrobilurinas
na concentracdo de 1,0x10™ mol L™ em meio de ACN/Solugéo HsPO4 pH 4,0 (60:40

vlv), foram obtidos por amperometria de multiplos pulsos numa faixa de potencial
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entre 1,1 a 1,9 V. O eletrélito suporte utilizado nestes testes preliminares foi o

NaClO, em uma concentragéo de 50 mmol L™,

3.5. Determinacdo da area ativa do eletrodo de DDB, investigacdo do
transporte de massa e avaliagdo do comportamento do eletrodo de

referéncia em meio organico

A érea ativa do eletrodo de DDB foi determinada utilizando uma solucéo de
ferricianeto de potassio na concentracéo (C) de 1,0x10°® mol cm™, em meio de KCI
0,1x10° mol cm?®, cujo coeficiente de difuséo (D) é 6,39x10° cm® s
Voltamogramas ciclicos foram obtidos para as seguintes velocidades de varredura:
0,02, 0,04, 0,06, 0,08 e 0,10 V s*. Para esse sistema o nimero de elétrons
envolvidos na reagdo redox (n) € igual a 1. Para o célculo da &rea ativa com base na
equacao 1, foi construido um grafico da corrente de pico (I,) em funcdo da raiz
quadrada da velocidade de varredura (vM?) e determinado o coeficiente angular,

sendo este utilizado para determinar a area ativa (A) do eletrodo em cm?.
I, = [(2,686 x 10°)n*/2ACD] v1/2 Equagao (1)

A investigacdo do transporte de massa para as estrobilurinas foi realizado
utilizando solugées individuais destas, na concentragéo de 1,0x10™ mol L™ em meio
de ACN/Solucdo H3PO4 pH 4,0 (60:40 v/v) e NaClO4 50 mmol L. Voltamogramas
ciclicos foram obtidos para velocidades de varredura entre 0,01 e 0,5V st Gréficos
da corrente de pico (I,) em funcdo da velocidade de varredura (v) e da raiz quadrada

da velocidade de varredura (v*?

) foram construidos para interpretacdo dos
resultados.

Para avaliagdo do comportamento do eletrodo de referéncia em meio néo
aquoso foram obtidos voltamogramas ciclicos para as sete estrobilurinas, utilizando
solugdes individuas conforme descrito anteriormente. A fim de comparacéo, foram
utilizados para obtencdo dos voltamogramas ciclicos o eletrodo de referéncia

Ag/AgClsan, cuja solucdo de preenchimento do eletrodo é uma solugédo saturada de
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KCI, e o eletrodo de referéncia indicado para meios organicos Ag/AgClici saturado em

etanol), CUja solucdo de preenchimento é uma solugdo saturada de LiCl em etanol.

3.6. Condicdes de separacgao e deteccgéo das estrobilurinas por UV e DE

O método cromatografico desenvolvido para a separacdo das estrobilurinas
utilizou como fase moével ACN/solucdo de acido fosférico pH 4,0, em modo de
eluicdo por gradiente, cuja porcentagem de ACN variou de 48 a 53 % de 0 a 25
minutos, e de 53 a 60 % de 25 a 35 minutos, com fluxo de 1,0 mL mint. O tempo
total para a eluicdo dos analitos foi de 43 minutos e o comprimento de onda
selecionado foi de 200 nm para detecgdo das estrobilurinas por UV, onde se
observou o maximo de absor¢cdo das mesmas.

O acoplamento de uma célula eletroquimica como detector ao HPLC foi
“homemade”. A célula foi inserida ao canal de descarte do HPLC logo apds o
detector MWD-UV. Desta forma, as estrobilurinas foram primeiramente detectadas
por UV e em seguida conduzidas pelo fluxo para a célula eletroquimica para
oxidacgdo na superficie do eletrodo de DDB em um potencial de 1,9 V. As deteccdes
sdo praticamente simultaneas, visto a pequena distancia entre os detectores ligados
por um canal de cerca de 15 cm de comprimento, proporcionando tempos de
retencdo que diferem em aproximadamente 20 segundos de um detector para o
outro. O eletrélito suporte utilizado foi o NaClO, adicionado apenas na porcéo
aquosa da fase mével na concentracdo de 50 mmol L™, de modo que sofreu diluiao
durante as analises devido a mistura com a acetonitrila, tendo sua concentracéo

variando de 26 a 20 mmol L durante a corrida.

3.7. Curvas analiticas e limites de deteccédo e quantificagao

As curvas analiticas para determinacdo das estrobilurinas abrangeu os niveis
de concentracdo de 0,0; 5,0; 7,0; 10,0; 12,0; 15,0 mg Lt preparados a partir das

solucbes padrdo estoque 1,0x102 mol L™ e diluidos em ACN/solugédo de &cido
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fosforico pH 4,0 (48:52 v/v). O padréo surrogate (PS - Fluoxastrobina) foi adicionado
em todos os niveis da curva analitica de cada estrobilurina na concentracdo de 10,0
mg L. Todas as solucdes foram filtradas em filtro com membrana de PTFE 0,45 pm
de porosidade antes das injecodes.

As concentragbes dos analitos nas amostras foram calculadas pela curva
analitica obtida pela razdo entre a &rea do analito e a area do padrdo surrogate e
pela razdo da concentragdo do analito e a concentragdo do surrogate, em cada
nivel. A equagdo 2 mostra como a concentracdo dos analitos é determinada pela

curva.

A i Cc i
( )anallto — a( anallto) + b

Wrs Equacéo (2)

Cps

Sendo:

A = area do pico

a = coeficiente angular da reta
b = coeficiente linear da reta

C = concentragao

As curvas obtidas com triplicada de cada nivel de concentracdo foram
utiizadas para a avaliagdo da linearidade e dos limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ). A linearidade foi avaliada através da analise de variancia ANOVA
a fim de verificar falta de ajuste no modelo linear. Para isto, foi calculado o valor de
Fcalculado, cONforme equacao 3, com auxilio do software Excel para o tratamento dos

dados.

MQfa' ~
F calculado = Mer] Equagao (3)

Sendo MQy,; a média quadratica da falta de ajuste e MQep, @ média quadratica
do erro puro, cujos valores de graus de liberdade foram, respectivamente, 4 e 10.

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados a partir das
equacbes 4 e 5:

_3xS8p

LD

Equacéo (4)

a
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__10xS,
a

LQ Equacéo (5)

Sendo, S, 0 desvio padréo do coeficiente linear e a o coeficiente angular da
reta obtida para a curva analitica a partir da regresséo linear. Para os limites de
deteccdo e quantificacdo do método, apresentados em mg kg™, foram levados em
consideragéo fatores de diluicAo e massa da amostra estabelecidos na etapa de
preparo destas, a fim de expressar o nivel de detectabilidade e quantificagcdo das

estrobilurinas na amostra real, o feijao.

3.8. Aquisicao das amostras

As amostras de feijao foram adquiridas entre os anos de 2015 e 2016 no
comércio local da cidade de Juiz de Fora em Minas Gerais (MG), com excecao da
amostra de feijao verde que foi adquirida na feira livre de Salvador, Bahia.

Foram selecionadas amostras da espécie de feijdo comum e feijao caupi,
variando entre o0s tipos mais acessiveis no mercado varejista. As amostras
possuem origens variadas, adquirida de empresas empacotadoras e
distribuidoras populares no ramo e situadas em diversas regifes do pais. A
Tabela 4 apresenta as amostras estudadas neste trabalho denominadas conforme
o tipo de feijdo e seguidas de um numero, para 0s casos de amostras do mesmo
tipo, porém de marcas diferentes. Também s&o informadas na Tabela 4 a espécie
de feijao da qual pertence cada amostra e a localizagcdo das empresas
empacotadoras/distribuidoras.

Vale ressaltar, que a localizagdo da empresa ndo indica necessariamente a
localizagdo dos cultivares de feijdo. Tais empresas recebem seus feijdes de
diversos produtores distribuidos em diferentes regiées do pais de acordo com a
safra e o periodo do ano. A amostra de feijdo verde € a Unica amostra ndo
processada, sendo obtida de pequenos produtores da regido de Salvador. Para

nenhuma das marcas/empresas foi possivel obter informagdes sobre a utilizagédo
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de agrotoxicos, especialmente as estrobilurinas, em seus produtos durante o

cultivo.
Tabela 4: Amostras de feijao selecionadas.
Localizagdo da empresa
Amostras Espécie de feijao
empacotadora
Fradinho 1 Caupi Juiz de Fora - MG
Fradinho 2 Caupi S&o Paulo - SP
Carioca 1 Comum Juiz de Fora - MG
Carioca 2 Comum Ervélia - MG
Preto Comum Cajuri — MG
Branco Comum Cajuri — MG
Verde (n&o processado) Caupi Salvador - BA

Fonte: Elaborada pela autora.

3.9. Preparo de amostra

O método de extragdo e purificagdo da amostra foi adaptado ABREU et al.
(2005) e FAO (2009). Nas condi¢cbes otimizadas e adotadas para o tratamento das
amostras constam as etapas de homogeneizagdo, extragdo, clean up e
concentracdo da amostra para analise.

Para homogeneizacdo e reducdo do tamanho de particula, as amostras de
feijao foram trituradas em um processador de alimentos comercial. Na Figura 3 séo
ilustradas as amostras trituradas, podendo-se observar a obten¢cdo de um po
relativamente fino para as amostras de feijdo seco. As amostras de feijdo Verde, por
apresentar maior teor de 4gua formou uma espécie de pasta, com particulas um

pouco maiores.
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Figura 3: Amostras de feijao trituradas. A) Fradinho 1; B) Fradinho 2; C) Branco; D)
Preto; E) Carioca 1; F) Carioca 2; G) Verde.

Fonte: Elaborada pela autora.

O processo de extracdo seguiu o0 procedimento apresentado no fluxograma
da Figura 4. Em todas as amostras e brancos de extracdo foi adicionado o padrao
surrogate (PS), logo apds a pesagem do feijao triturado, para a obtencdo de uma
concentracéo final de 10,0 mg L. Para o preparo das amostras fortificadas foram
adicionados padrBes das estrobilurinas, também para uma concentracdo final de
cada analito de 10,0 mg L. Cada etapa do processo sera abordada no item 4.5.
Vale ressaltar ainda, que as extragdes “liquido-liquido 1 e 2" foram realizadas em
funil de separacgao e, para a filtracdo dos extratos A e B, foram utilizadas seringas de
polietileno de 60,0 mL recheadas com uma pequena camada de 1a de vidro.

A purificagdo dos extratos foi realizada por cromatografia de adsor¢cdo em
coluna aberta (clean up). A coluna de clean up consistiu em uma seringa de
polietileno de 5,0 mL, que inicialmente foi recheada com uma pequena camada de 1&
de vidro (1,0 cm). Sobre esta foram adicionados 1,0 g de silica e uma pequena
guantidade de sulfato de sédio anidro (1,0 cm) para remover agua residual do
extrato e fixar a superficie superior do leito da coluna.

A coluna foi condicionada previamente ao tratamento da amostra, percolando
por ela 2,5 mL de etanol e em seguida 10,0 mL de hexano. Para eluicdo das

estrobilurinas retidas na coluna, foram utilizados 5,0 mL de acetato de etila. Como
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reservatério do eluente, foi preenchida uma bureta com acetato de etila e
posicionada acima da coluna de clean up para manter o fluxo continuo do solvente
no momento de eluicdo das estrobilurinas da coluna. A solucdo utlizada para
ressuspensao final dos extratos das amostras para injecdo foi a propria fase movel,
consistindo em ACN/solu¢do de acido fosférico pH 4,0 (48:52 v/v). Todas as

solucdes foram filtradas em filtro de membrana PTFE 0,45 pm antes das injegoes.



Figura 4: Fluxograma de preparo da amostra de feijao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Testes preliminares

O acoplamento das técnicas requer condi¢cdes adequadas para a separagéo
dos analitos por HPLC e deteccao simultanea por UV e eletroquimica. Neste sentido,
a fase movel € um importante pardmetro a ser avaliado para separacdo dos
compostos por cromatografia liquida, e também, nessa situacdo de acoplamento,
representa o meio no qual as estrobilurinas serdo detectadas eletroquimicamente.
Por isso, inicialmente fez-se alguns estudos para verificar a viabilidade da deteccéo
eletroquimica para as sete estrobilurinas selecionadas em meios que,
posteriormente, poderiam ser utilizados como fase movel para separacdo
cromatogréafica das mesmas.

A literatura reporta algumas misturas de solventes adequadas para a eluigéo
das estrobilurinas, geralmente utilizando acetonitrila ou metanol com solugdes
aquosas acidas ou tampdes. Adaptando-se de DORNELLAS et al. (2013) e
CAMPILLO et al., (2010) foi escolhida acetonitrila como solvente organico, com
proporcdo fixada em 60% v/v, para os testes preliminares. A fim de avaliar o
comportamento eletroquimico das estrobilurinas, bem como a influéncia do pH na
deteccdo das mesmas com eletrodo de DDB, os voltamogramas ciclicos mostrados
na Figura 5 foram obtidos utilizando as condigdes experimentais descritas no item
3.4.

A andlise dos voltamogramas ciclicos permitiu observar pelo menos um pico
de oxidagéo para cinco das estrobilurinas em pH 4,0 e determinar os potenciais de
pico (Ep) para as mesmas (azoxistrobina E,= 1,6V; cresoxim-metilico E,1;= 1,5 V e
Ep2= 1,6V; dimoxistrobina E,= 1,5 V; picoxistrobina E,= 1,6 V; piraclostrobina Ep= 1,5
V). Ja a trifloxistrobina apresentou uma corrente de pico pouco sensivel (E;=1,6 V)
em pH 3,0. Também para a fluoxastrobina observou-se baixa sensibilidade, o que
dificultou a identificagéo de sinais de corrente consideraveis em todos dos valores de
pH avaliados. Nas condigbes experimentais avaliadas ndo foram observados picos
de reducéo das estrobilurinas nas varreduras de potencial no sentido catodico.

No voltamograma ciclico apresentado na Figura 5-B, em pH 4,0, pode-se

observar dois picos de oxidagé@o para cresoxim-metilico, j& identificados acima. Este
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comportamento foi descrito por DORNELLAS (2014a), apontando dois picos de
oxidacao para as estrobilurina analisadas por voltametria de onda quadrada. O autor
ainda propds um mecanismo de oxidagdo para cresoxim-metilico, baseado na
oxidagcdo de grupos aroméaticos presentes na estrutura das estrobilurinas, ja que
estas ndo possuem grupos quimicos facilmente oxidaveis, o que justifica a
necessidade de um potencial elevado para promover a reagdo. Tal mecanismo
proposto aponta para a oxidacao irreversivel, promovida pela perda de dois elétrons.

Contudo, conforme os voltamogramas apresentados na Figura 5, nédo foi
possivel verificar o segundo pico de oxidacdo para as demais estrobilurinas, nas
condigbes experimentais utilizadas. Possivelmente, nestas condigbes a técnica de
voltametria ciclica ndo foi sensivel o suficiente para distincdo de dois picos de

oxidacao das estrobilurinas.
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Figura 5: Voltamogramas ciclicos das estrobilurinas na concentragéo de 1,0x10™
mol L™ (A) Azoxistrobina; (B) Cresoxim-metilico; (C) Dimoxistrobina; (D)
Fluoxastrobina; (E) Picoxistrobina; (F) Piraclostrobina; (G) Trifloxistrobina. Eletrdlito:
ACN/H;O pH 5,5 (60:40 v/v) (verde); ACN/Tampédo BR pH 2,0 (60:40 viv) (preto);
ACN/Tampéo Fosfato pH 3,0 (60:40 v/v) (vermelho); ACN/Tampé&o BR pH 4,0 (60:40
v/lv) (azul) . CondigOes: faixa de varredura de 0,0 a 1,8 V; velocidade de varredura
0,1V s ET de DDB, ER de Ag/AQClisar € agulha ago inox como EA.
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Como o pH 4,0 se mostrou mais adequado, frente aos outros valores de pH
do meio avaliados, este foi escolhido para os testes seguintes. Comparou-se 0s
tampOes BR e fosfato neste pH a fim de verificar se a composi¢cdo do tampéao
poderia influenciar no sinal eletroquimico das estrobilurinas. Os resultados
mostraram que para todas as estrobilurinas analisadas ndo houve diferenca
significativa no potencial de pico nos diferentes tampdes. A carater de exemplo, sdo
mostrados na Figura 6 os voltamogramas ciclicos para a piraclostrobina utilizando-se
o tampéao BR, Ey,= 1,62 V, e tampéo fosfato, E,= 1,67 V.

Figura 6: Voltamogramas ciclicos da piraclostrobina na concentragéo de 1,0x10™
mol L. Eletrélito: ACN/Tamp&o BR pH 4,0 (60:40 v/v) (preto); ACN/Tampéo Fosfato
pH 4,0 (60:40 v/v) (vermelho); NaClO4; 50 mmol L™ adicionado nas fase aquosa.

Condicdes: apresentadas na Figura 5.

Corrente (pA)

EV)

Fonte: Elaborada pela autora.

Como a resposta analitica para as estrobilurinas foi semelhante para os
tampdes optou-se a principio por utilizar o tampéo fosfato. Entretanto, o risco de
precipitacdo de sais na coluna de separagdo, nos canais e conexdes do
cromatdgrafo € maior com o uso de tampfes na constituicdo de fase movel,
principalmente em eluicbes por gradiente (COLLINS et al., 2006) . Portanto,
considerando-se o acoplamento posterior ao cromatégrafo, optou-se por substituir o

tampéao fosfato pH 4,0 por solugdo de acido fosférico pH 4,0.
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Para a confirmacao da viabilidade do uso da solugcao de acido fosférico pH 4,0
na composicdo da fase moével, foram obtidos os voltamogramas hidrodindmicos
conforme descrito no item 3.4 e apresentados na Figura 7. Pode-se notar que a
fluoxastrobina e trifloxistrobina apresentam uma corrente de oxidagdo mais sensivel
a partir de 1,9 V, potencial este que néo tinha sido avaliado nos teste de voltametria
ciclica. Para demais estrobilurinas, foi confirmado o comportamento ja observado,

sendo obtidos sinais mais sensiveis de oxidacéo a partir de 1,5 V.

Figura 7: Voltamogramas hidrodindmicos para as estrobilurinas na concentragéo de
1,0x10* mol L™. Eletrolito: ACN/solucdo de acido fosférico pH 4,0 (60:40 viV) e
NaClO, 50 mmol L* adicionado na fase aguosa. CondicOes: faixa de varredura de
1,1a1,9V, ET de DDB, ER de Ag/AgClsa € agulha ago inox como EA.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Desta forma, estes testes preliminares permitiram verificar a viabilidade da
deteccdo eletroquimica das estrobilurinas selecionadas, mostrando potencialidade
no uso do eletrodo de DDB para tal. Devido a pouca disponibilidade de padréo das
estrobilurinas, foram analisadas solugdes com concentragdo baixa dos analitos, o
que ndo é adequado para técnica de voltametria ciclica. Contudo, os estudos
permitiram principalmente identificar os potenciais nos quais podem ser observados
sinais de oxidacdo das estrobilurinas, e ainda verificar o pH mais adequado para
deteccdo destas. As condigcdes aqui estabelecidas foram usadas como norteador

para os testes posteriores, conforme sera apresentado adiante.
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4.2. Determinacdo da é&rea ativa do eletrodo de DDB, investigacdo do
transporte de massa e avaliagdo do comportamento do eletrodo de

referéncia em meio organico

A area ativa de um eletrodo é composta por regides eletroativas, que sdo as
regibes que promovem a transferéncia eletrbnica na superficie do eletrodo, sendo
geralmente diferente da area geométrica. Essa diferenca entre &area ativa e
geométrica no caso do eletrodo de DDB pode se dar pela deposicdo ndo uniforme
do filme de DDB no substrato no processo de fabricacdo do eletrodo ou pela
remocéo do filme por atritos mecanicos, inerentes ao uso e manipulagéo do eletrodo
rotineiramente.

A area geométrica do eletrodo de DDB utilizado foi determinada pela area
exposta na célula eletroquimica, sendo 0,196 cm®. J4 a area ativa do eletrodo foi
determinada conforme descrito no item 3.5. O coeficiente angular obtido a partir do
grafico da corrente de pico (I,) em fungdo da raiz quadrada da velocidade de
varredura (v'?) foi 1,045x10™. De posse deste valor e aplicando a equagéo 1, a area
ativa obtida foi 0,154 cm?.

A natureza do transporte de massa do processo de oxidacdo das
estrobilurinas utilizando o eletrodo de DDB foi avaliada a partir da investigagdo do
efeito da velocidade de varredura. A relagéo linear entre corrente de pico (lIp) e raiz
quadrada da velocidade de varredura (v¥?) sugere que o processo é controlado por
difusdo. Quando o processo € adsortivo essa relacdo nao € linear (DORNELLAS,
2014a apud GOSSER, 1993). Pode-se observar na Figura 8-a curvas com perfil
parabdlico para a corrente de pico (lp) em funcéo da velocidade de varredura (v),
enquanto na Figura 8-b observa-se que a corrente de pico se relaciona linearmente
com a raiz quadrada da velocidade de varredura, com coeficientes de determinagéo
(R?) entre 0,976 e 0,996, indicando um processo difusional para todas as

estrobilurinas estudadas.
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Figura 8: Graficos da corrente de pico para 1,0x10° mol L™* das estrobilurinas em
funcdo da (a) velocidade de varredura e da (b) raiz quadrada da velocidade de
varredura. Eletrolito: ACN/solugéo de &cido fosforico pH 4,0 (60:40 v/v) e NaClO4 50
mmol L™ adicionado na fase aquosa. Condi¢des: faixa de varredura de 1,0 a 2,0 V,

ET de DDB, ER de Ag/AgClsay € agulha ago inox como EA.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Também foi avaliado o comportamento do eletrodo de referéncia, em meio
ndo aquoso, considerando que as investigacdes até este momento foram realizadas
em meios contendo 60% de ACN. Um solvente organico se faz necessario na

composicao da fase mével, sendo um dos fatores que influenciam a seletividade e,
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consequentemente, separagdo dos analitos por cromatografia liquida (SNYDER et
al., 1997). Além disso, no caso das estrobilurinas, o solvente organico ainda auxilia
na solubilizag@o destes analitos no meio, devido suas baixas solubilidades em &gua

Portanto, para realizar a avaliagdo do eletrodo de referéncia de Ag/AQClsay,
foram obtidos voltamogramas ciclicos para as sete estrobilurinas, em meio contendo
60% de ACN, utilizando este eletrodo e comparados com os voltamogramas ciclicos
obtidos utilizando um eletrodo de referéncia de Ag/AQCliLici saturado em etanol), CONStruido
no laboratdrio, conforme descrito no item 3.5. e apresentados na Figura 9.

Existem, relativamente, poucos eletrodos de referéncia construidos para
sistemas ndo aquosos. O eletrodo de Ag/AgCliLici sawrado em etanoy € Utilizado em
titulagbes potenciométricas em meio orgénico e ja sdo conhecidos sistemas
baseados na utilizacdo de sais de litio na solucdo de preenchimento de eletrodos de
referéncia para adequar o comportamento destes em meios ndo aquosos (PANSU et
al., 2001).

Entretanto, eletrodo Ag/AgClsay, €m certas circunstancias, pode ser utilizado
em meios ndo aquosos desde que o eletrdlito seja solivel no solvente organico
utilizado (ZOSKI, 2007). O perclorato de sdédio, utilizado neste trabalho, ja é
reportado na literatura como um eletrélito adequado para medidas eletroquimicas
em meio organico (PEREZ-ALONSO et al., 2000).

Como pode ser observado na Figura 9 e na Tabela 5, para todas as
estrobilurinas analisadas ndo houve diferenga significativa no potencial de pico
utilizando os diferentes eletrodos de referéncia. Portanto, o eletrodo de referéncia de
Ag/AgClsay foi selecionado para a continuidade do trabalho, por ser um eletrodo
regularmente usado devido & sua simplicidade e baixo custo de aquisicdo ou

fabricagéo.



Figura 9: Voltamogramas ciclicos das estrobilurinas na concentragdo de 1,0x10
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Tabela 5: Potenciais de pico obtidos para as estrobilurinas utilizando como eletrodos

de I‘efel‘énCIa Ag/AgCI(sat) e Ag/AgCI(L|C| saturado em etanol)-

Analito E(V)vs E(V)vs
AQ/AQClsay AQ/AgCl(Lici saturado em etanol)
Azoxistrobina 1,601 1,598
Dimoxistrobina 1,476 1,488
Fluoxastrobina 1,508 1,501
Cresoxim-metilico 1,593 1,593
Picoxistrobina 1,757 1,754
Piraclostrobina 1,554 1,559
Trifloxistrobina 1,496 1,491

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3. Otimizagao da condi¢cao de separacéao

Um parametro importante em cromatografia € a resolucdo (Rs), que permite
avaliar a separacdo de dois componentes consecutivos. Maiores valores de
resolucdo indicam melhor separagdo, sendo Rs= 1,25 suficientes para
determinagbes quantitativas, enquanto que R¢> 1,5 indicam uma separagao

completa. A resolugéo pode ser calculada pela equacgéo 6:

Rs=1,18 (tr) — t))/ (Whg) + Whe)) Equacéo (6)

onde ty) > t; séo os tempos de retengdo dos componentes consecutivos,
cujas larguras de meia altura séo wng € Whj (COLLINS et al., 2006).

Tomando a fase moével estabelecida como satisfatéria na deteccéo
eletroquimica nos testes preliminares, fez-se o primeiro teste para avaliar a
separacéo das estrobilurinas por HPLC. Vale ressaltar, que a identificagdo da ordem
de eluicdo foi feita a partir da analise individual dos padrdes das estrobilurinas
injetados no cromatoégrafo nesta condicdo inicial. Além disso, o comprimento de

onda de 200 nm foi selecionado para monitoragdo dos analitos dentre cinco
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comprimentos estudados (200, 207, 210, 220, e 272 nm), no qual este se mostrou o
comprimento de maior absorbéncia para as estrobilurinas.

Na Figura 10 é apresentado o cromatograma de um padréo mix (solugédo
mistura de padrdes das sete estrobilurinas) na concentragéo de 1,0x10™ mol L™ de
cada analito, onde a fase movel utilizada foi ACN/solucdo de acido fosférico pH 4,0
(60:40 v/v). Avaliando apenas os pares de componentes consecutivos, cuja
separacdo € critica, observou-se coeluicdo total de dimoxistrobina e fluoxastrobina e
coeluicdo parcial de cresoxim-metilico e picoxistrobina. Para estes Ultimos a

resolucao obtida foi de 1,14.

Figura 10: Cromatograma do padrdo mix 1,0x10” mol L™* de cada analito. (A)
Azoxistrobina; (B) Dimoxistrobina; (C) Fluoxastrobina; (D) Cresoxim-metilico; (E)
Picoxistrobina; (F) Piraclostrobina; (G) Trifloxistrobina. Condi¢des: elui¢cdo isocratica
com ACN/solucéo de &cido fosférico pH 4,0 e NaClO4 50 mmol L™ (60:40 v/v), fluxo

1,0 mL min?te deteccé&o em 200 nm.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A fim de se obter a melhor proporcdo de ACN para separagdo das
estrobilurinas fez-se um gradiente exploratério do padrdo mix 1,0x10* mol L™,
variando-se linearmente a propor¢cdo de ACN na fase movel entre 0 a 100 % em 60
minutos. A andlise do gradiente exploratorio permitiu verificar que a separacdo dos
compostos iniciava quando a porcentagem de acetonitrila encontrava-se em torno de
50 %.
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Entéo, foi realizada a analise do padrdo mix 1,0x10™ mol L, com fase mével
ACN/solucdo de acido fosférico pH 4,0 (50:50 v/iv) e eluicdo isocratica. O
cromatograma obtido para essa condicdo de andlise esta apresentado na Figura 11,
e avaliando-se novamente o0s pares de componentes consecutivos onde a
separacdo € critica, tem-se R¢= 2,15 para dimoxistrobina e fluoxastrobina e Rs= 2,45

para cresoxim-metilico e picoxistrobina.

Figura 11: Cromatograma do padrdo mix 1,0x10* mol L™* de cada analito. (A)
Azoxistrobina; (B) Dimoxistrobina; (C) Fluoxastrobina; (D) Cresoxim-metilico; (E)
Picoxistrobina; (F) Piraclostrobina; (G) Trifloxistrobina. Condi¢des: elui¢céo isocratica
com ACN/solucgéo de &cido fosférico pH 4,0 e NaClO4 50 mmol L™ (50:50 v/v), fluxo

1,0 mL mint e deteccédo em 200 nm.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Embora o perfil do cromatograma e as resolugbes obtidas indiquem
separagdo total das sete estrobilurinas nesta condi¢cdo, o tempo de analise foi
relativamente grande, sendo 66 minutos. Por isso, com o objetivo de diminuir o
tempo de andlise elevou-se a porcentagem de ACN para 55 %, em eluicdo
isocratica. Contudo outra vez, houve coeluicdo parcial de dimoxistrobina e
fluoxastrobina.

Desta forma, optou-se por substituir a acetonitrila por outro solvente organico

com menor polaridade, o metanol (MeOH), para alterar a seletividade da fase movel.
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Como acetonitrila e metanol possuem forcas eluentes proximas, esta troca de
solvente pode promover pequenos ajustes de seletividade e, consequentemente,
separacdo dos analitos. Contudo, n&o implica em alteragdes na ordem de eluigéo
dos analitos. De maneira geral, comparando-se com a acetonitrila e metanol, apenas
solventes com alta forca eluente, e em certas propor¢gbes, poderiam causar
alteracdes na ordem de eluicdo, como por exemplo, o Tetrahidrofurano (SNYDER et
al.,1997).

Fez-se entdo, um gradiente exploratério do padrdo mix 1,0x10™* mol L™,
variando-se linearmente a proporcdo de metanol na fase mével entre 0 a 100 % em
60 minutos. A analise do gradiente exploratorio permitiu estimar que em 75 % de
metanol iniciava a separacdo dos compostos. O cromatograma obtido para a analise
do padréo mix 1,0x10™ mol L™, com fase mével MeOH/solugéo de acido fosférico pH
4,0 (75:25 viv) e eluicdo isocratica encontra-se na Figura 12-a. Observa-se que
nesta condicdo, houve coeluicdo parcial de trés componentes consecutivos,
fluoxastrobina, cresoxim-metilico e picoxistrobina.

Por isso, diminuiu-se a porcentagem de MeOH para 70 %, porém n&o houve
separacdo completa dos sete analitos, observando-se coeluicdo total de
fluoxastrobina e cresoxim-metilico, conforme mostrado no cromatograma da Figura
12-b.

Figura 12: Cromatograma do padrdo mix 1,0x10* mol L™* de cada analito. (A)
Azoxistrobina; (B) Dimoxistrobina; (C) Fluoxastrobina; (D) Cresoxim-metilico; (E)
Picoxistrobina; (F) Piraclostrobina; (G) Trifloxistrobina. Condi¢des: eluicdo isocratica
com MeOH/solucéo de &cido fosférico pH 4,0 e NaClO, 50 mmol L™ (a) 75:25 viv e
(b) 70:30 Vv, fluxo 1,0 mL min™ e deteccdo em 200 nm.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Ainda, para ajustar a seletividade da fase movel prop6s-se a utilizacdo de
uma mistura ternaria contendo ACN, MeOH e solucdo de é&cido fosférico pH 4,0.
Partindo-se das melhores condigBes, com eluicdo isocrdtica, de cada solvente
organico é possivel estimar, uma porcentagem para cada solvente na mistura
ternaria adequada para a separacdo (SNYDER et al., 1997). A partir dos célculos
para a mistura ternaria fez-se cinco experimentos para ajuste da fase movel

conforme descrito na Tabela 6.

Tabela 6: Testes para proporcao dos solventes na fase moével de mistura ternéria.
Teste % ACN % MeOH % Sol. HsPO4pH 4,0

1 25 35 40
2 23 32 45
3 20 40 40
4 30 30 40
5 40 20 40

Fonte: Elaborada pela autora.

O teste 1, com proporgdes obtidas a partir dos célculos da mistura ternaria,
gerou um cromatograma com separacgéo satisfatoria dos analitos, porém o tempo de
andlise foi de 75 minutos. O teste 2 consistiu em aumentar a porcentagem de
solugcdo aquosa, diminuindo proporcionalmente a porcentagem de cada solvente
organico, no qual obteve-se um cromatograma com coeluicdo parcial de
dimoxistrobina e fluoxastrobina.

No teste 3, retornou-se a porcentagem inicial de solugdo aquosa e diminuiu-
se a porcentagem de ACN, que € o solvente organico com maior forca eluente.
Nesta condi¢cdo obteve-se separacao satisfatéria para os analitos, contudo com um
tempo de analise de 80 minutos. Nos testes 4 e 5, aumentou-se a porcentagem de
ACN mantendo a porcentagem de fase aquosa inicial, o que resultou em
cromatogramas com coelui¢cdo parcial e total, respectivamente, da dimoxistrobina e
fluoxastrobina.

A partir destes testes, concluiu-se que a inclusédo de MeOH na fase mével ndo
trouxe melhorias significativas para a separacdo dos compostos, além de maiores
tempos de analise comparado a melhor condig&o utilizando ACN/solu¢do de H3zPO4

(Figura 11). Além disso, com o aumento da porcentagem de ACN verificou-se
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coeluicdo da dimoxistrobina e fluoxastrobina, o par de componentes em que a
separagdo € mais critica. Porém, a eluicdo dos componentes mais retidos foi mais
rapida, resultando assim em menor tempo de analise, comportamento este também
j& observado nos testes utilizando apenas ACN.

Estes resultados indicaram que a utilizagdo apenas de ACN como solvente
organico na fase moével é suficiente para a separagdo dos analitos, porém para
obtenc&o de um tempo de andlise viavel se mostrou necessério a implementagéo do
modo de eluigdo por gradiente. Na eluicdo por gradiente, a propor¢cdo entre 0s
solventes constituintes da fase moével varia durante a analise, aumentando a forca
de eluicdo, e geralmente conduzindo a melhor simetria dos picos, resolugéo e tempo
de analise (COLLINS et al., 2006).

Desta forma, foram realizados varios testes para a escolha de um gradiente
adequado a separagdo das sete estrobilurinas. Nestes testes, a porcentagem de
ACN foi variada entre 45 % e 70 %, sendo testados diversos tempos em que se
iniciava a elevagéo da porcentagem ACN, bem como a taxa de elevagdo da mesma.
A melhor condigdo obtida e, portanto selecionada para andlise das estrobilurinas
esta apresentada na Figura 13, juntamente com o cromatograma do padrdo mix 10,0

mg L™ obtido nesta condic&o.
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Figura 13: a) Gradiente de fase modvel para eluigdo das estrobilurinas. b)
Cromatograma do padrdo mix 10,0 mg L™ de cada analito. (A) Azoxistrobina; (B)
Dimoxistrobina; (C) Fluoxastrobina; (D) Cresoxim-metilico; (E) Picoxistrobina; (F)

Piraclostrobina; (G) Trifloxistrobina. Condiges: descrito no item 3.6
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Fonte: Elaborada pela autora.

Pode-se observar um gradiente segmentado, onde no primeiro segmento, que
se inicia com 48% de ACN, tem-se uma taxa de elevacédo de ACN de 0,2 % min?,
para a separacdo eficaz dos pares dimoxistrobina/fluoxastrobina e cresoxim-
metilico/picoxistrobina, enquanto no segundo segmento, que se inicia com 53% de
ACN e atinge o0 maximo de 60 % de ACN, a taxa de elevacdo de ACN é 0,7 % min?,
para a eluicdo em menor tempo dos componentes mais retidos.

A taxa de elevacdo no segundo segmento foi a mais elevada possivel,
levando-se em consideracdo que variagbes abruptas na porcentagem de ACN
geraram perturbacdes significativas na linha base (corrente de fundo) da detecgéo
eletroquimica por amperometria, o que dificultava a identificagdo dos picos bem
como a integragdo destes para obtengéo das areas e quantificagdo dos analitos.

Levou-se em consideracdo para a escolha dessa condi¢éo, o tempo viavel de
analise de 43 minutos, comparado ao modo isocratico, cujo tempo total de analise foi
de 66 minutos. Além disso, obteve-se uma resolugdo satisfatoria para os
componentes dimoxistrobina e fluoxastrobina, Rs= 2,2, e cresoxim-metilico e

picoxistrobina, Rs= 2,7.



60

Outro parametro importante é o fator de assimetria (As) dos picos, cujos
valores proximos a 1 indicam boa performance da coluna. Contudo, para amostras
em geral e sistemas complexos de separagéo, valores de As < 1,5 sdo indicados
pela literatura como adequados (SNYDER et al., 1997). Pode-se observar na Tabela
7, para a condicéo de separacgao estabelecida, que os valores de simetria dos picos

para as estrobilurinas foram aceitaveis.

Tabela 7: Fatores de assimetria (As) para os picos das sete estrobilurinas.

Analito Tempo de retengdo (min) As
Azoxistrobina 14,08 0,78
Dimoxistrobina 20,20 0,73
Fluoxastrobina 21,85 0,74
Cresoxim-metilico 26,04 0,75
Picoxistrobina 28,58 0,78
Piraclostrobina 33,30 0,79
Trifloxistrobina 40,47 0,76

Fonte: Elaborada pela autora.

Desta maneira, verificou-se que esta condicdo se mostrou adequada para a
separacdo da estrobilurinas, obtendo-se boa resolucido dos picos e parametros de
separacgdo satisfatorios. O tempo de analise, que embora seja relativamente grande,
€ adequado para a separacdo de sete componentes levando-se em consideracao
suas semelhangas estruturais e comportamentos fisicos e quimicos. De posse da
condigdo de separacgdo estabelecida foi possivel adequar as condi¢cdes de deteccdo

eletroquimica, visando o acoplamento “homemade” eficiente das técnicas.

4.4. Otimizagdo da deteccdo eletroquimica

As estrobilurinas, ap6s separacdo na coluna e deteccdo no UV, séo
conduzidas para a superficie do eletrodo de DDB onde sao oxidadas, obtendo-se um

sinal transiente na forma de pico, caracteristico de andlise em fluxo.
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Durante o desenvolvimento da condicdo de separagdo, a detecgao
eletroquimica foi acompanhada com intuito de verificar a resposta eletroquimica em
diferentes condigbes com relagdo a variagdes ou mudanca do solvente, fluxo de fase
movel e até mesmo a viabilidade da deteccéo das estrobilurinas em um sistema em
fluxo, como o gerado pelo acoplamento das técnicas. Por exemplo, as condigfes em
gue se usava metanol na constituicdo da fase mével, além de n&o serem adequadas
para a separacdo das estrobilurinas, também causaram muita instabilidade na
corrente de fundo, provavelmente devido & oxidacdo do metanol (CHANG et al.,
2006), o que dificultava a deteccdo eletroquimica dos analitos, sendo este mais um
motivo para ndo se utilizar este solvente na fase movel.

Para confirmagéo dos potencias de trabalho, os primeiros teste foram feitos
utilizando amperometria por multiplos pulsos, onde € possivel monitorar mais de um
potencial simultaneamente. Na Figura 14 encontra-se um amperograma, obtido na
condi¢cdo de separagao estabelecida, onde foi monitorado potencias de 1,4 a 2,0 V.
Evidencia-se quatro sinais a partir de 1,8 V, sendo eles referentes a dimoxistrobina,
cresoxim-metilico, picoxistrobina e piraclostrobina.

Outro sinal, com uma corrente de pico pouco sensivel, foi observado em
aproximadamente 37 minutos nos potencias de 1,9 e 2,0 V (destaque na Figura 14).
Supde-se ser a trifloxistrobina, que nos testes preliminares apresentou sinal de
oxidagdo mais evidente a partir de 1,9 V. Contudo foi dificil confirmar a identificacéo
deste pico visto o pequeno sinal de corrente obtido e as flutuages da corrente de
fundo. Essa instabilidade da corrente de fundo, a partir de 1,9 V e muito evidente em
2,0 V, deve-se ao fato de que nestes potenciais tdo elevados, a propria acetonitrila
presente na fase mével pode estar sofrendo oxidagdo (DORNELLAS, 2014a). Por
isso, para os estudos posteriores escolheu-se o potencial de 1,8 V, onde a maioria
das estrobilurinas podem ser oxidadas e seus sinais observados, e o potencial 1,9 V,
que apresentou menor variagdo da corrente de fundo comparado a 2,0 V, para a
investigacao da oxidagéo das demais estrobilurinas que necessitam de um potencial

maior para oxidar.
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Figura 14: Amperograma de mdltiplos pulsos do padrdo mix 1,0x10* mol L™ de
cada analito. (A) Dimoxistrobina; (B) Cresoxim-metilico; (C) Picoxistrobina; (D)
Piraclostrobina; (E) Possivelmente Trifloxistrobina. Condigdes: similar a Figura 13,
utilizando ET de DDB, ER de Ag/AgClsay € agulha ago inox como EA. Pulsos de

potenciais aplicados: 1,4 a 2,0 V/ 200 ms (indicados na figura).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Apos a selegdo dos potenciais, verificou-se a influéncia do fluxo da fase movel
na deteccdo eletroquimica das estrobilurinas. A Figura 15 apresenta o0s
amperogramas obtidos com eluicdo a um fluxo de 1,0 mL min"e 1,2 mL min™. Com
relacdo a separacdo, o cromatograma obtido a um fluxo de 1,2 mL min™ foi
semelhante & condigéo j& otimizada com o fluxo 1,0 mL min™, contudo com reducéo
do tempo de andlise de 3 minutos.

Com relagéo a deteccgao eletroquimica, ao se trabalhar com os dois potencias
a identificag@o das sete estrobilurinas foi possivel. Pode-se observar flutuagbes na
corrente de fundo em ambos potenciais na Figura 15-b, porém mais acentuada em
1,9 V. Embora vazdes menores normalmente influenciem mais a dispersdo do
analito e consequentemente o perfil do sinal obtido, além de maior tempo de andlise,
verificou-se também que com fluxo 1,2 mL min™ as perturbacdes na corrente de
fundo foram mais significativas. Por essa razéo, foi escolhido como fluxo ideal 1,0

mL min™.
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Figura 15: Amperograma de mdltiplos pulsos do padrdo mix 1,0x10* mol L™ de
cada analito. (A) Azoxistrobina; (B) Fluoxastrobina; (C) Dimoxistrobina; (D)
Cresoxim-metilico; (E) Picoxistrobina; (F) Piraclostrobina; (G) Trifloxistrobina. Fluxo:
(@) 1,0 mL min* e (b) fluxo de 1,2 mL min™. Condi¢bes: similar a Figura 14. Pulsos

de potenciais aplicados: 1,8 V / 200 ms (preto) e 1,9 V /200 ms (vermelho).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Até esta etapa, utilizou-se nos testes um padrdo mix 1,0x10™ mol L*, cuja
concentracdo das estrobilurinas em mg L™ séo relativamente altas, variando de 31,3
a 45,9. Considerando-se que possivelmente os niveis de concentracdo dos analitos
nas amostras (se presentes) seriam relativamente baixos, diminuiu-se a
concentracdo do padrdo mix para 10,0 mg L™, para estabelecer niveis adequados
para construcdo das curvas analiticas. Verificou-se no amperograma obtido nesta
condicéo, e apresentado na Figura 16, que ao diminuir a concentracdo dos analitos
houve uma perda significativa dos sinais, dificultando a distingdo dos mesmos do

ruido instrumental.
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Figura 16: Amperograma de mdltiplos pulsos do padrdo mix 10,0 mg L™ de cada
analito. (A) Azoxistrobina; (B) Fluoxastrobina; (C) Cresoxim-metilico; (D)
Piraclostrobina; (E) Trifloxistrobina. CondigOes: apresentadas na Figura 15 e fluxo de

1,0 mL mint.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Para contornar este problema foram realizadas duas modificacbes no
sistema: alteracdo da algca de amostragem (injecdo) e instalagdo da célula
eletroquimica em uma gaiola de Faraday para a minimizagédo do ruido.

Com respeito a alca de amostragem, vinha sendo utilizada uma alga de 20 pL
conectada a coluna de separacdo no cromatografo. Optou-se por trocar a alca de
amostragem para 50 pL, disponivel no laboratorio, visto que a quantidade de
amostra injetada tem influencia direta na sensibilidade do método de deteccdo. Uma
vez que maiores quantidades de amostra sofrem menos efeito de disperséo, e
consequente diluicdo, durante a andlise. Para detec¢fes eletroquimicas utilizando
andlises por injecdo em fluxo € usual alterag6es na quantidade de amostra injetada
na superficie do eletrodo como uma maneira simples e rapida de ajustar o sinal
obtido a faixa de resposta linear da técnica usada (ROCHA et al., 2000).

Desta forma, a Figura 17 apresenta o amperograma da analise do padrdo mix
10,0 mg L™, utilizando uma alga de amostragem de 50 pL conectada a coluna de
separagdo no cromatografo e com a célula inserida na gaiola de Faraday (conforme

Figura 2-B). Observa-se uma minimizagéo significativa do ruido instrumental, além
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da obtencdo de sinais satisfatérios para as sete estrobilurinas em 1,9 V, sem

perturbacgdes significativas da corrente de fundo.

Figura 17: Amperograma de mdltiplos pulsos do padrdo mix 10,0 mg L™ de cada
analito. (A) Azoxistrobina; (B) Fluoxastrobina; (C) Dimoxistrobina; (D) Cresoxim-
metilico; (E) Picoxistrobina; (F) Piraclostrobina; (G) Trifloxistrobina. Condicdes:

apresentadas na Figura 16 e utilizando uma al¢ga de amostragem de 50 pL.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A partir desses resultados, optou-se entdo em trabalhar apenas em 1,9 V,
visto que foi possivel detectar satisfatoriamente todas as estrobilurinas neste
potencial. Além disso, a utilizacdo apenas de um potencial traz maior estabilizacdo
da corrente de fundo, isto porque n&o é necessario alternar os pulsos em potencias
diferentes. A Figura 18 traz um amperograma do padrdo mix 10,0 mg L™ nas

condigdes otimizadas para a deteccao eletroquimica.
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Figura 18: Amperograma do padrdo mix 10,0 mg L™ de cada analito. (A)
Azoxistrobina; (B)Fluoxastrobina; (C) Dimoxistrobina; (D) Cresoxim-metilico; (E)
Picoxistrobina; (F) Piraclostrobina; (G) Trifloxistrobina. Condi¢des: similar a Figura 17

e detecgdo em 1,9 V (potencial constante).
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.5. Otimizagao do preparo de amostra

4.5.1. Descrigdo geral do método de preparo de amostra

O método de extracéo e purificagdo da amostra foi adaptado de ABREU et al.
(2005) e FAO (2009). A Figura 4, mostrada no item 3.9, apresenta o fluxograma de
preparo de amostra, apés adequacbes aos materiais disponiveis no laboratério e
modificacdes para viabilidade de execugédo pratica do método.

Para homogeneizacdo e reducdo do tamanho de particula, as amostras de
feijao foram trituradas em um processador de alimentos comercial, garantindo assim
maior representatividade na amostragem. Em seguida, foi adicionada & massa
selecionada de amostra triturada uma mistura de ACN/H,O (9:1). Esta mistura é
responsavel pela extracdo inicial dos analitos da matriz, e o extrato obtido apds a

filtragdo foi chamado de Extrato A.
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Uma aliquota do Extrato A foi tomada para extracdo liquido-liquido, cujo
objetivo foi separar os analitos de possiveis interferentes coextraidos da matriz e
recupera-los na fase orgénica. O solvente organico escolhido para esta extrag&o foi
o éter etilico que, além de imiscivel em agua, também é adequado por sua
volatilidade, o que permite sua remocdo e concentracdo dos analitos apés a
extragao.

A extracao liquido-liquido é um processo de equilibrio de particdo dos analitos
nas fases, e por isso, quantidades significativas dos analitos podem permanecer em
ambas as fases. Para aumentar a eficiéncia de extragdo dos analitos na fase
organica foi adicionado no meio de extragdo NaCl e solucéo diluida de HCI, além de
realizar duas extragfes sucessivas com o éter etilico. Com a acidificagcdo do meio de
extragdo, a ionizacdo dos analitos € suprimida, aumentando assim a solubilidade
destes na fase organica. A adicdo de NaCl é um processo designado salting out,
baseado na diminuicdo da solubilidade dos analitos na fase aquosa devido ao
aumento da forca ionica pela adicdo do sal, forcando assim a migragédo destes para
a fase orgéanica. (SNYDER,1997 e FIORINI et al., 2015).

Posteriormente, no Extrato B, constituido da fase orgéanica recolhida da
extracdo liquido-liquido, foi adicionado sulfato de sodio anidro para remogéo de agua
residual (THEODORE e SAl, 2001). Apés filtracdo, este extrato foi rotaevaporado
para eliminacdo de éter etilico. A eliminacdo deste solvente é necesséaria antes da
introducéo do extrato da amostra na coluna de clean up, devido sua maior forga para
eluicdo das estrobilurinas, impedindo que estas fiquem retidas na coluna. Para esta
aplicacdo, chamada carregamento da coluna, a amostra deve ser dissolvida em um
solvente com menor forga de eluigéo dos analitos, para permitir a retengéo do analito
no adsorvente utilizado na coluna de clean up e ao mesmo tempo eluir apenas 0s
compostos de ndo interesse. Para rechear a coluna de clean up foi utilizado silica e,
portanto, o n-hexano se mostrou um solvente adequado para o carregamento da
coluna devido sua baixa polaridade (SNYDER,1997). A etapa de clean up e a

inclusé@o do padréo surrogate no método serdo discutidas na sequéncia.
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4.5.2. Purificacdo dos extratos por cromatografia de adsorgdo em coluna aberta

(Clean up)

Conforme pode ser observado no fluxograma da Figura 4, o clean up € a
etapa final na preparagdo das amostras, muito importante para eliminacdo dos
interferentes, e precede a etapa de pré-concentracdo dos analitos para injecdo no
HPLC. Por isso, primeiramente otimizou-se a purificacdo dos extratos por
cromatografia de adsorcdo em coluna aberta, para garantir boa recuperagédo dos
analitos nesta etapa. Quatro parametros foram estudados: solvente de eluigéo,
volume do eluato, massa de silica e a quantidade de n-hexano para ressuspensao
do extrato a ser purificado. As analises nesses estudos foram feitas utilizando
apenas a detecc¢é&o no UV.

Para verificar qual solvente e qual volume deste solvente (ou mistura) seriam
mais adequados para eluicdo das estrobilurinas adsorvidas na silica, fez-se um teste
de calibracdo da coluna de clean up. Desta forma, adicionou-se diretamente na
coluna, contendo 0,5 g de silica, padrbes das estrobilurinas para obter uma massa
igual a 0,02 mg de cada, o que equivaleria a uma concentracao final na solugéo de
injecéo de 40,0 mg L™

O teste consistiu em eluir na coluna e coletar fracbes de 1,0 em 1,0 mL até
recolher-se 6,0 mL do solvente percolado pela coluna. Os solventes testados, em
colunas diferentes, foram acetato de etila e éter etilico. Para avaliagdo destes
parametros foram comparados os valores de porcentagem de recuperagdo dos
padrbes adicionados de cada analito. Os resultados mostraram que, para ambos
solventes, um volume de 5,0 mL era suficiente para eluicdo dos analitos.

Para confirmagao desses resultados e escolha do solvente, repetiu-se o teste
recolhendo-se duas fragdes consecutivas, uma de 5,0 mL (F1) e outra de 2,0 mL
(F2) para cada solvente (acetato de etila e éter etilico) e para uma mistura deles na
proporcdo de 1:1. Os resultados estdo apresentados na Figura 19, no qual pode se
observar que utilizando o acetato de etila houve boa recuperagédo dos analitos,
principalmente em F1 com recuperacdes entre 80 a 88 %. J& quando utilizado éter
etilico ou a mistura de solventes, embora as recuperagfes totais tenham sido
satisfatorias também, elas foram menores em F1, sendo 57 a 68 % para o éter

etilico e 62 a 79 % quando usada a mistura de solventes. Portanto, como 0 acetato
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de etila apresentou maior poder eluente, e consequentemente menor volume para

eluicéo, foi escolhido para eluicdo das estrobilurinas na coluna de clean up.

Figura 19: Otimizagdo do solvente de eluigdo das estrobilurinas na coluna de clean
up contendo 0,5 g de silica. (A) Azoxistrobina; (B) Dimoxistrobina; (C)
Fluoxastrobina; (D) Cresoxim-metilico; (E) Picoxistrobina; (F) Piraclostrobina; (G)
Trifloxistrobina. Solventes: (a) acetato de etila; (b) éter etilico; (c) mistura acetato de
etila/éter etilico (1:1 v/v).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Em seguida, avaliou-se a massa adequada de silica, entre 0,5, 1,0 e 1,5 g,
para a adsor¢cdo das estrobilurinas. Nestes testes adicionou-se diretamente na
coluna padrbes das estrobilurinas para obter uma massa igual 0,005 mg de cada, o
que equivaleria a uma concentracéo final na solugéo de injecdo de 10,0 mg L™ A
Tabela 8 apresenta a faixa de valores de recuperacdo das estrobilurinas nas fragdes
F1 e F2, utilizando acetato de etila como eluente, para as diferentes massas de

silica testadas para rechear a coluna de clean up.

Tabela 8: Recuperacgao das estrobilurinas utilizando diferentes massas de silica.

Fracdo/massa Faixa de recuperacgéo (%)
silica m=0,5g¢g m=1,0g m=15g¢g
F1 (5,0 mL) 85,6 -90,8 102,3-107,6 86,2-94,7
F2 (2,0 mL) 6,5—11,7 2,6-55 15,8 — 21,0
Total 92,1-100,7 104,9-110,9 103,9-111,8

Fonte: Elaborada pela autora.
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De maneira geral, a recuperagéo total foi boa nos trés experimentos, levando-
se em consideragdo que em cromatografia em coluna aberta é comum o efeito de
difuséo, ou seja, disperséo das bandas dos analitos, o que justifica o recolhimento
dos mesmos em diversas fragdes do eluente (COLLINS, 2006). Contudo, verifica-se
que para a massa de 1,0 g as recuperacdes foram mais satisfatorias para a fracéo
F1 do que para as demais massas testadas.

Considerando-se que o diametro da coluna foi igual em todos os testes,
determinado pelo didmetro da seringa (1,0 cm), o comprimento da coluna esta
relacionado com a massa de silica usada para compor o recheio. Como as colunas
sdo fixadas na vertical, a eluicdo se processa por agao da gravidade, e por isso a
vazdo da fase movel vai depender significativamente do comprimento do recheio na
coluna. Uma hipétese € que para a massa de 0,5 g, tem-se a coluna de menor
comprimento, e o eluente percola mais rapidamente pela coluna, sendo assim pode
ndo haver tempo suficiente para transferéncia do analito da fase estacionaria
adsorvente (silica) para a fase movel (acetato de etila), o que justifica a necessidade
de percolar uma quantidade maior de solvente (para esta vazao) nesta coluna para
eluir completamente as estrobilurinas.

Jé para massa 1,5 g supde-se que, por ser a coluna de maior comprimento, a
retencdo das estrobilurinas na coluna também é maior, sendo mais dificil elui-las
totalmente na primeira fragdo. Observando-se entéo, recuperagdes significativas das
estrobilurinas na fragao F2.

Desta forma, a massa de 1,0 g pareceu ser a mais adequada para eluigéo das
estrobilurinas nesse nivel de concentracdo. Utilizando-se esta massa de silica, a
vazdo da fase movel por agédo da gravidade foi satisfatéria e, dada a for¢a eluente do
solvente, foi possivel eluir as estrobilurinas na primeira fragéo de 5,0 mL.

Por ultimo, observando o fluxograma da Figura 4, a etapa que antecede ao
clean up é a solubilizagdo em n-hexano do extrato rotaevaporado, e obtencdo do
Extrato C, que é percolado na coluna de clean up (carregamento da coluna). A
quantidade de n-hexano deveria ser suficiente para solubilizar as estrobilurinas do
extrato, porém néo poderia ser grande o suficiente para arrastar as estrobilurinas da
coluna de clean up quando o extrato fosse adicionado a ela.

Em um teste preliminar, usou-se para carregamento da coluna 10,0 mL de n-
hexano, no qual foi solubilizada uma massa igual 0,005 mg de cada estrobilurinas, o

que equivaleria a uma concentracéo final na solucéo de injecdo de 10,0 mg L™. Este
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volume foi percolado em uma coluna de clean up, recolhido, evaporado e
ressuspendido em 0,5 mL de fase movel para andlise. A Figura 20 mostra 0s
resultados da analise deste n-hexano residual, onde verificou-se que este solvente,
nesta quantidade, foi capaz de eluir porgbes significativas de alguns dos analitos,

chegando a 39 % do total adicionado.

Figura 20: Porcentagem das estrobilurinas eluidas no n-hexano residual (10,0 mL)
percolado pela coluna de clean up. (A) Azoxistrobina; (B) Dimoxistrobina; (C)
Fluoxastrobina; (D) Cresoxim-metilico; (E) Picoxistrobina; (F) Piraclostrobina; (G)

Trifloxistrobina.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Para otimizar o volume de n-hexano, fez-se dois experimentos utilizando 3,0 e
5,0 mL. Nestes testes, volumes de padrdes das estrobilurinas para obter uma massa
igual 0,005 mg de cada, o que equivaleria a uma concentragdo final na solugéo de
injecdo de 10,0 mg L™, foram solubilizados com os volumes de n-hexano. Estas
solugdes foram percoladas pela coluna de clean up, recolheu-se o n-hexano residual
para analise e eluiu-se a coluna com 5,0 mL de acetato de etila.

Os resultados das andlises mostraram que ndo houve recuperagao
significativa das estrobilurinas em nenhum dos volumes de n-hexano residual. Além
disso, as recuperacdes das estrobilurinas eluidas em seguida com acetato de etila
foram satisfatorias, sendo 91 a 104 % para a coluna anteriormente percolada com
3,0 mL de hexano e 84 a 109 % para a coluna anteriormente percolada com 5,0 mL.
Estes resultados indicaram que, para esses volumes testados, o n-hexano residual
ndo influenciou as etapas seguintes do clean up, bem como as recuperagdes das

estrobilurinas no processo. Por isso, escolheu-se o volume de 3,0 mL de hexano
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para a solubilizagdo das estrobilurinas e obtengdo do Extrato C no preparo de

amostra.

4.5.3. Avaliagédo do preparo da amostra

Como anteriormente citado, o método de extrac@o e purificagdo da amostra
foi adaptado de trabalhos reportados na literatura para determinacdo das
estrobilurinas. As modificagdes feitas, além da viabilidade de execu¢cdo do método,
também levaram em consideragdo os baixos limites residuais destes fungicidas
permitidos pela legislagdo. Neste sentido, as principais alteragbes foram feitas para
maior pré-concentragdo da amostra e quantificacdo das estrobilurinas nestes niveis.

Em um teste preliminar, uma amostra de feijdo do tipo Carioca denominada
“Carioca 1” foi submetida ao processo de preparo, apés toda otimizagédo da etapa de
clean up. Para a avaliagdo deste procedimento, foram preparadas duplicatas da
amostra e da amostra fortificada para uma concentragao final das estrobilurinas de
10,0 mg L, além do branco e branco fortificado preparados nas mesmas condicdes.
Na Figura 21 é apresentada, a carater de exemplo, a sobreposicdo dos
cromatogramas de uma réplica do branco, amostra e amostra fortificada. Neste
momento, as andlises foram realizadas utilizando apenas a deteccdo no UV.

Com relacdo a andlise das amostras por HPLC, apds os 43 minutos e eluicéo
das sete estrobilurinas, elevou-se a porcentagem de ACN para 100 % para a eluigéo
de outras substancias possivelmente coextraidas e retidas na coluna. Este
procedimento foi feito para garantir a limpeza da coluna antes da préxima injegéo e

evitar a eluicdo destas substancias durante andlises posteriores.
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Figura 21: Cromatogramas do branco (preto), amostra (vermelho) e amostra
fortificada para 10,0 mg L™ de cada analito (azul). (A*) Confirmar identificacdo de
Azoxistrobina; (B) Dimoxistrobina; (C) Fluoxastrobina; (D) Cresoxim-metilico; (E*)
Confirmar identificacdo de Picoxistrobina (inser¢do na figura); (F) Piraclostrobina; (G)

Trifloxistrobina. Condigdes: descrito no item 3.6.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Observando-se os cromatogramas da Figura 21, verifica-se que a amostra
apresenta dois picos eluidos em aproximadamente 14 e 29 minutos, que
aparentemente  poderiam referirrse a azoxistrobina e  picoxistrobina,
respectivamente. Para a picoxistrobina foi possivel observar um “ombro” na base do
pico na amostra fortificada (insercdo na Figura 21), o que pode indicar coeluicédo
com outra substancia presente nesta amostra. Para a azoxistrobina néo foi possivel,
apenas analisando o perfil dos picos na amostra e amostra fortificada, concluir sua
presenca na matriz, necessitando também de uma confirmacdo. Por isso, uma
analise mais cuidadosa desta amostra (Carioca 1) serd apresentada na sec¢éo 4.8,
utilizando co-cromatografia, que é uma forma de avaliar a presenca de um composto
na amostra desconhecida.

No entanto, este teste permitiu avaliar o processo de preparo da amostra,
calculando-se as porcentagens de recuperagcdo das estrobilurinas na amostra

fortificada e branco fortificado. Vale ressaltar, que as quantificagbes foram realizadas
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a partir de uma curva analitica (calibracdo externa) para cada um dos analitos. O
intervalo de recuperagéo para a amostra fortificada foi de 35 a 85%, e para o branco
fortificado de 38 a 81%. Estas recuperac6es ndo foram satisfatérias, evidenciando a
necessidade de adequacéo no preparo da amostra.

Visto que o procedimento de preparo das amostras envolve muitas etapas,
essas baixas recuperagdes podem estar relacionadas a perdas dos analitos durante
a manipulagdo da amostra, e que torna-se mais critico devido ao baixo nivel de
concentracdo. Para contornar este problema uma possibilidade € o uso de um
padrdo surrogate. O padrdo surrogate deve ter comportamento quimico e fisico
representativo da substancia de interesse. Este € adicionado a amostra e submetido
a todas as etapas envolvidas no preparo. Entdo, se determina a recuperagdo do
padréo surrogate, fazendo uma “corre¢éo de recuperagdo” para as substancias de
interesse (RIBANI et al., 2004).

Entretanto, neste momento, ndo havia disponibilidade de um composto
adequado para utilizacdo como padrédo surrogate. Além disso, a inclusdo de um
novo componente poderia acarretar alteragfes significativas no método de andlise ja
estabelecido, como por exemplo, coeluicdo do padrdo surrogate com algum dos
analitos ou dificuldade de detecgéo deste por UV e DE.

Neste sentido, para um teste preliminar, foi tomada uma das estrobilurinas
como padréo surrogate, a fluoxastrobina, cuja escolha se deu por ser um dos
analitos que n&do foram detectados na amostra (Carioca 1) no primeiro teste. Além
disso, é a Unica das estrobilurinas estudadas que ainda néo foi incluida na Relacdo
de Monografias dos Ingredientes Ativos de Agrotoxicos, Domissanitarios e
Preservantes de Madeira da ANVISA, onde s&o apresentadas informagdes
toxicologicas e LMR destas substancias. Por isso, espera ser a estrobilurina menos
usada pelos agricultores no Brasil e, portanto ter a menor possibilidade de estar
presente nas amostras de feijdo selecionadas.

Entdo, a amostra Carioca 1 foi submetida novamente ao procedimento de
preparo usando a fluoxastrobina como padréo surrogate (PS). O PS foi adicionado
numa concentracéo fixa de 10,0 mg L™ no branco de extragéo, amostra e amostra
fortificada. Além disso, o PS foi adicionado neste mesmo nivel de concentracdo em
todos os niveis da curva analitica, que continham concentracdes variaveis das
demais estrobilurinas. As estrobilurinas foram quantificadas utilizando tanto a curva

analitica ndo incluindo o PS (calibracdo externa) quanto a curva analitica incluindo o
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PS, com propdsito de comparacdo. A Tabela 9 mostra as porcentagens de

recuperacao das estrobilurinas nesse teste.

Tabela 9: Recuperagdes das estrobilurinas na amostra de feijao Carioca 1 incluindo

e nao incluindo o PS.

Analito Recuperagdo (%) Recuperagao (%)

incluindo PS né&o incluindo PS
Azoxistrobina 108,2 101,7
Dimoxistrobina 97,1 77,5
Cresoxim-metilico 96,6 81,5
Picoxistrobina NA NA
Piraclostrobina 56,2 42,1
Trifloxistrobina 55,2 35,2

NA= ndo avaliado

Fonte: Elaborada pela autora.

Os calculos para quantificagdo das estrobilurinas usando o PS estao
apresentados no item 3.7. N&o foi possivel avaliar a picoxistrobina devido a
dificuldades na integracdo do pico, indicando a coeluicdo com outro composto na
matriz.

Os resultados apresentados na Tabela 9 mostraram potencialidade no uso do
padrédo surrogate para melhorias nas recuperagdes das estrobilurinas, em alguns
casos um aumento de cerca de 20% de recuperagéo, e assim possibilitando uma
avaliacdo mais adequada da exatiddo do método. Diante disso, optou-se pela
incluséo do padréo surrogate no método e a avaliagdo da curva analitica incluindo o
PS, bem como o estudo de adigdo e recuperagdo de analito para as estrobilurinas,

gue seréo abordados adiante.

4.6. Curvas analiticas e limites de deteccéo e quantificacdo

As curvas analiticas para quantificacdo das estrobilurinas nas etapas iniciais

de desenvolvimento do método nédo incluiam o padréo surrogate (calibracdo externa)
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conforme descrito no item 3.7. Contudo, apds avaliagdo do preparo de amostra
verificou-se a necessidade de inclusdo de um padrdo surrogate (PS) no método.
Conforme discutido anteriormente, a fluoxastrobina foi adotada como PS e, portanto,
0o meétodo desenvolvido avalia as seis outras estrobilurinas. Os célculos para
quantificacdo das estrobilurinas usando o PS também estdo apresentados no item
3.7.

Para avaliagdo da linearidade e determinagdo dos limites de detecgédo e
quantificacdo foram obtidas curvas analiticas para as seis estrobilurinas com
triplicata em cada nivel, mostradas nas Figuras 22 e 23, cujas equacdes das retas

estdo apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10: EquagOes das retas e coeficientes de determinacéo (R2) obtidos para as

estrobilurinas detectadas por DE e UV.

DE uv
Analito

Equacdo dareta R? Equacéo dareta R?

Azoxistrobina y=0,564 x - 0,001 0,9979| y=0,739x +0,012 0,9977
Dimoxistrobina y=1,863x-0,082 0,9975| y=1,172x + 0,015 0,9976
Cresoxim-metilico y=1,343x-0,021 0,9974| y=0,730x + 0,009 0,9975
Picoxistrobina y=0,478x + 0,009 0,9979| y=0,398 x + 0,003 0,9980
Piraclostrobina y=2,257x-0,043 0,9976| y=0,504x +0,008 0,9979

Trifloxistrobina y=0,787 x + 0,007 0,9972| y=0,426 x + 0,004 0,9973

y= area do pico do analito/area do pico do PS; x= concentracdo do analito/concentracdo do PS

Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 22: Curvas analiticas para as estrobilurinas detectadas por DE.
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Figura 23: Curvas analiticas para as estrobilurinas detectadas por UV.
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Pode-se observar que os coeficientes de determinagdo (R das curvas foram
proximos a 1, indicando um grau satisfatorio de correlagdo dos dados. No entanto,
para avaliagdo da linearidade do modelo foi realizada a analise de variancia ANOVA
para todas as curvas obtidas para verificar falta de ajuste. Os valores de Fcaculado
foram obtidos pela equacdo 3, apresentada no item 3.7. Os valores de média
quadratica de falta de ajuste (MQx,) € média quadratica de erro puro (MQgp), foram
determinados para as seis estrobilurinas, cujos graus de liberdade definidos foram,
respectivamente, 4 e 10. Os valores de Fcacuiado para as curvas por DE e UV estéo
mostrados na Tabela 11, na qual se observa que estes valores foram menores que o
Feritico, CUjO Valor é 3,48, a um nivel de confianca de 95 % e nos graus de liberdade

avaliados, indicando que néo ha falta de ajuste no modelo.

Tabela 11: Valores de Fcacuiado para as curvas analiticas por DE e UV.

Analito - e

F calculado F calculado
Azoxistrobina 1,13 2,73
Dimoxistrobina 2,25 2,69
Cresoxim-metilico 0,52 2,98
Picoxistrobina 0,31 1,82
Piraclostrobina 1,08 3,04
Trifloxistrobina 1,27 3,19
Feritico 3,48 3,48

Fonte: Elaborada pela autora

A partir dos resultados da regresséo, determinaram-se os limites de deteccgéo
e quantificacdo instrumental e do método, conforme descrito também no item 3.7, e
apresentados na Tabela 12.

Vale ressaltar, que os valores apresentados na Tabela 12 para os limites de
detecgdo e quantificagdo do método levaram em consideragéo os fatores de diluicdo
e massa de amostra (15 g), ou seja, estdo baseados no preparo de amostra. O
intuito de apresenté-los € dimensionar os niveis de deteccdo e quantificacdo na
amostra real, por peso do produto, sendo eles significativamente baixos, como

caracteristico para andlises de residuos.



80

Tabela 12: Limites de deteccéo e quantificagdo para as estrobilurinas detectadas
por DE e UV.
DE uv
Instrumental | Método | Instrumental | Método
(mg L) (mg kg™) (mg L™) (mg kg™)
LD LQ | LD LQ | LD LQ | LD LOQ
Azoxistrobina 0,37 124 0,02 006 0,39 130 0,02 0,06
Dimoxistrobina 041 136 0,02 0,06 040 1,33 0,02 0,06
Cresoxim-metilico | 0,42 1,39 0,02 0,06 | 0,40 1,35 0,02 0,06
Picoxistrobina 0,38 127 0,02 006 0,36 1,21 0,02 0,06
Piraclostrobina 039 132 0,02 0,06 0,37 1,23 0,02 0,06
Trifloxistrobina 043 143 0,02 0,07 0,42 140 0,02 0,07

LD= limite de deteccao; LQ= limite de quantificacdo

Analito

Fonte: Elaborada pela autora.

Uma comparacgéo estatistica dos métodos de deteccdo sera abordada no item
4.7. Contudo, observa-se que os limites obtidos para a detecgcdo UV e DE séo
semelhantes, o que indica que os métodos de detec¢do sdo comparaveis em termos
de sensibilidade. Comparando-se tais valores com os LMR apresentados na Tabela
3, observa-se que apenas a picoxistrobina ainda ndo pode ser detectada no nivel
permitido pela legislacdo, enquanto as demais estrobilurinas podem ser detectadas
e/ou quantificadas por DE e UV.

Vale ressaltar que, até o momento, poucos trabalhos utilizando técnicas
eletroanaliticas para detec¢do das estrobilurinas foram publicados na literatura e
nenhum deles reporta a detecgdo simultanea das sete estrobilurinas avaliadas neste
trabalho. Além disso, embora a determinagdo das estrobilurinas por métodos
cromatogréficos esteja bem estabelecida, poucos trabalhos também avaliaram estes
analitos na matriz selecionada, o feijao, que se mostrou bastante complexa.

Desta forma, este trabalho € um estudo inicial, permitindo uma maior
compreensdo deste sistema quimico e possibilitando estudos posteriores. Por
exemplo, poderiam ser avaliadas alteragbes no preparo de amostra como, por
exemplo, maior pré-concentragdo da amostra, no intuito de obter limites mais
adequados para a picoxistrobina. Outra possibilidade seriam estudos de modificagéo

da superficie do eletrodo de DDB, visando aumentar a sensibilidade da deteccéo
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eletroquimica, podendo assim, estabelecer limites de deteccédo e quantificagcdo mais

baixos para todas as estrobilurinas.

4.7. Avaliacdo do método: exatiddo, precisdo e comparacdo dos
detectores UV e DE

Os primeiros testes submetendo uma amostra de feijao a todas as etapas do
método foram realizados utilizando a amostra Carioca 1, na qual se identificaram
componentes eluindo na regido de eluigéo dos analitos, dificultando a identificacéo e
quantificagdo dos mesmos. No entanto, para uma avaliagdo adequada de algumas
figuras de mérito do método, normalmente sao utilizadas as chamadas matrizes em
branco, que em muitos casos podem se tratar da matriz estudada isenta dos analitos
(MURPHY, 2013 e SNYDER, 1997). Por isso, a partir de uma analise prévia, foi
selecionada uma amostra de feijao do tipo fradinho denominada “Fradinho 1", na
qual ndo foram identificadas as estrobilurinas.

Para avaliar a exatiddo da metodologia proposta foram realizados estudos de
adicdo e recuperacdo de analito. Nestes ensaios, foram preparadas cinco réplicas
da amostra e amostra fortificada, além de triplicatas do branco e branco fortificado.
O nivel de fortificag8o para todas as estrobilurinas e de adi¢cdo do PS foi de 10,0 mg
L™, o que equivale a 0,47 mg Kg™* em 15 g de feijsio. Foram analisados por HPLC e
os analitos detectados por UV e DE, para determinagéo dos valores de recuperagao
das estrobilurinas. A Figura 24 mostra a sobreposi¢cdo dos cromatogramas de uma
réplica do branco e branco fortificado (Figura 24-a) e, também, de uma réplica da
amostra e amostra fortificada (Figura 24-b) detectados por UV. O mesmo esti
apresentado na Figura 25 para detecgéo por DE.

Notam-se nas figuras a eluicdo de muitos compostos pouco retidos na coluna
nos primeiros 12 minutos de corrida. Estes compostos séo, possivelmente, oriundos
do processo de tratamento da amostra como, por exemplo, residuos de solventes e
impurezas dos materiais utilizados, e podem ser observados tanto nos brancos
quanto nas amostras. Contudo, para as amostras, nesta regido também podem ser
eluidos compostos pouco retidos na coluna e coextraidos da matriz juntamente com

os analitos.
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Também foi verificado, nos brancos e amostras, um pico eluido em
aproximadamente 41,5 minutos, parcialmente coeluido com a trifloxistrobina.
Entretanto, a resolugdo calculada entre esses dois picos foi de 1,26, sendo o minimo
indicado para determinac¢des quantitativas o valor de 1,25 (COLLINS et al., 2006).
Portanto foi possivel quantificar a trifloxistrobina sem a necessidade de alteragdo no

gradiente de eluicao da fase mével ja estabelecido.
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Figura 24: Cromatogramas: a) branco (vermelho) e branco fortificado (azul); b)
amostra (vermelho) e amostra fortificada para 10,0 mg L™ de cada analito (azul). (A)
Azoxistrobina; (B) Dimoxistrobina; (C) PS (Fluoxastrobina); (D) Cresoxim-metilico;
(E) Picoxistrobina; (F) Piraclostrobina; (G) Trifloxistrobina. Condi¢des: descrito no

item 3.6. e detecgao por UV em 200 nm.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 25: Cromatogramas: a) branco (vermelho) e branco fortificado (azul); b)
amostra (vermelho) e amostra fortificada para 10,0 mg L™ de cada analito (azul). (A)
Azoxistrobina; (B) Dimoxistrobina; (C) PS (Fluoxastrobina); (D) Cresoxim-metilico;
(E) Picoxistrobina; (F) Piraclostrobina; (G) Trifloxistrobina. Condi¢des: descrito no

item 3.6. e detecgdo por DEem 1,9 V.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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As Tabelas 13 e 14 apresentam os valores médios de recuperacdo obtidos
para cada uma das estrobilurinas nos brancos fortificados e nas amostras
fortificadas, nos detectores UV e DE, respectivamente, juntamente com os desvios

padrdes relativos (DPR) percentuais para esses conjuntos de medidas.

Tabela 13: Valores de recuperagéo das estrobilurinas detectadas por UV.

Recuperacao (% Recuperacao (%
peracao (%) DPR peracao (%)

Analito Branco Fortificado Amostra Fortificado PPR
(%) (%)

(n=3) (n=5)
Azoxistrobina 87,4 4,0 98,8 0,6
Dimoxistrobina 88,3 2,4 82,5 3,6
Cresoxim-metilico 88,4 6,1 76,9 2,2
Picoxistrobina 77,8 8,7 80,6 7,9
Piraclostrobina 87,4 2,2 63,1 6,3
Trifloxistrobina 86,6 1,5 61,6 4,6

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 14: Valores de recuperagéo das estrobilurinas detectadas por DE.

Recuperacao (% Recuperacao (%
| p 9..( ) DPR p 9..( ) DPR
Analito Branco Fortificado Amostra Fortificado
(%) (%)
(n=3) (n=5)
Azoxistrobina 83,4 3,1 95,2 3,9
Dimoxistrobina 87,1 1,7 80,9 2,3
Cresoxim-metilico 80,7 7,9 78,2 8,9
Picoxistrobina 76,7 2,6 80,4 7,1
Piraclostrobina 85,4 53 63,4 9,5
Trifloxistrobina 85,9 6,9 62,3 51

Fonte: Elaborada pela autora.

Verifica-se nos resultados apresentados, uma similaridade significativa entre
as recuperacdes obtidas para as estrobilurinas por ambos os detectores. Para os
brancos fortificados obteve-se uma faixa de recuperacao de 76,7 a 88,4%, enquanto
para as amostras a variacdo foi de 61,6 a 98,8%. O padrdo surrogate foi

quantificado a partir de uma curva analitica externa, sendo seus valores médios de
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recuperacao de 92,3 % e DPR de 5,9%, para detecgéo por UV, e de 89,7 % e DPR
de 8,8 %, para detecgao por DE.

Os valores aceitaveis de recuperagdo para analise de residuos geralmente
estdo entre 70 e 120%, contudo dependendo da complexidade analitica e da
amostra, este intervalo pode ser de 50 a 120% (RIBANI et al., 2004).

No caso das estrobilurinas, tem sido encontrado na literatura valores de
recuperacdo bastante variados para diversas matrizes, em niveis de fortificacao
semelhantes ao utilizado neste trabalho. Por exemplo, para determinagéo de cinco
estrobilurinas em amostras de milho por GC-MS foi obtida uma faixa de recuperagéo
de 59 a 94% (CUNHA e FERNANDES, 2011). Outro trabalho apresentou uma faixa
de recuperacédo de 53 a 164% para trés estrobilurinas em amostras de vinho e uva
analisados por HPLC-DAD (ABREU et al., 2005). E ainda, um trabalho publicado
para a matriz estudada, o feijao (especificamente o feijdo verde), no qual foi
determinada uma estrobilurina (cresoxim-metilico) entre outros pesticidas por GC-
ECD, reportaram-se valores de recuperagéo entre 60 e 104 % (AGUILERA et al.,
2014).

Portanto, os valores de recuperagao obtidos neste trabalho estéo condizentes
com o intervalo aceitavel para amostras complexas e metodologias analiticas
laboriosas e, também, de acordo com valores de recuperagdo ja reportados na
literatura para as estrobilurinas. Contudo, possivelmente, valores mais adequados
de recuperacdo para as estrobilurinas, principalmente para a piraclostrobina e
trifloxistrobina, podem ser obtidos em estudos futuros, com a adequagéo do padréao
surrogate utilizado na metodologia.

Conforme discutido anteriormente, a fluoxastrobina se mostrou adequada
neste primeiro momento para utilizagcdo como padrdo surrogate, a fim de evitar a
inclusédo de um novo composto no método. Além dos fatores j& apresentados, outra
razdo para a escolha da fluoxastrobina é o fato desta eluir na regido central de
eluicdo das estrobilurinas no método estabelecido. Isto implica que esta estrobilurina
possui caracteristicas intermediarias as outras e por isso, pode atender como padrao
surrogate tanto para as estrobilurinas eluidas no inicio do cromatograma quanto
para as eluidas no final.

Entretanto, embora as estrobilurinas possuam propriedades quimicas e fisicas
semelhantes, existem pequenas diferengas estruturais dentro da classe que

conferem a elas comportamentos diferentes, ou seja, ndo constituem uma série
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homoéloga de compostos. Essas diferengas influenciam principalmente a extracao
dos analitos da amostra e separagOes cromatogréficas, o que pode explicar as
recuperacdes mais baixas obtidas para as duas Ultimas estrobilurinas eluidas, a
piraclostrobina e trifloxistrobina.

Portanto, o uso de mais de um composto como padrdo surrogate pode
minimizar as contribuicbes dessas diferencas existentes entre um conjunto de

7

analitos em um estudo de recuperacdo. Isto €, no contexto do trabalho, um
composto com caracteristicas mais proximas a piraclostrobina e trifloxistrobina
poderia ser incluido para avaliar mais adequadamente as recuperagfes destas,
aprimorando assim a exatiddo do método.

A precisdo do meétodo foi avaliada através da repetitividade e precisdo
intermediaria, conforme indicagdes da ANVISA e IUPAC. A repetitividade representa
a concordancia entre os resultados de medi¢gdes sucessivas da mesma amostra, em
réplicas independentes, sob as mesmas condi¢des. J4 a precisdo intermediaria se
refere a precisdo avaliada para uma amostra, em que uma ou mais das seguintes
condicdes podem ser variadas: diferentes analistas, diferentes equipamentos ou
diferentes dias (BRASIL, 2003b e THOMPSON et al., 2002).

A precisdo pode ser avaliada pelo desvio padréo relativo (DPR) e os
resultados do estudo de recuperacdo também podem ser utilizados para este fim. Os
valores de DPR para as réplicas do branco fortificado e amostras fortificadas,
detectadas por UV e DE, também estéo apresentados nas Tabelas 13 e 14, variando
de 0,6 a 9,5 %.

Ja para a precisdo intermediaria, foram avaliadas réplicas da amostra
fortificada de Fradinho 1 em trés dias diferentes, por ambos os detectores. Os
resultados de recuperacdo meédia para as estrobilurinas neste estudo estdo
apresentado na Tabela 15, onde podem ser observados também seus respectivos

DPR que variaram de 0,3 a 7,1 %.
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Tabela 15: Precisdo intermediaria para as estrobilurinas detectadas por UV e DE.

_ Recuperagao (%) Recuperacéo (%)
Analito DPR (%) DPR (%)
DE (n=3) UV (n=3)
Azoxistrobina 95,1 0,3 98,3 1,3
Dimoxistrobina 81,9 45 89,5 7,1
Cresoxim-metilico 77,4 2,1 80,4 3,9
Picoxistrobina 79,3 3,9 81,2 0,7
Piraclostrobina 66,2 3,8 66,0 4,3
Trifloxistrobina 64,6 3,1 66,1 6,3

Fonte: Elaborada pela autora.

Segundo a ANVISA sdo aceitos DPR de 15% e, dependendo da
complexidade da amostra, de até 20 % (BRASIL, 2012). Contudo, o Ministério da
Agricultura estabelece como critério de aceitagdo da precisdo de um método o valor
de DPR derivado da equagdo de Horwitz (BRASIL, 2014). O valor de Horwitz é
obtido pela equacédo 7, em que o DPR € o desvio padréo relativo previsto para a

faixa de concentragéo (C) avaliada e expressa em g/g (MILLER et al., 2010).
DPR = 2(1-0:5l0g(C)) Equacéo (7)

Para o nivel de fortificacdo das estrobilurinas no estudo de adigdo e
recuperacdo de analito, o valor de DPR aceito a partir da equacdo de Horwitz é 18
%. Portanto, os DPR obtidos para as estrobilurinas estdo de acordo com os critérios
de aceitabilidade indicados pelos 6rgdos competentes, confirmando assim, a
precisdo satisfatoria do método desenvolvido.

Por fim, para uma comparacao estatistica dos métodos de deteccdo UV e DE,
foi utilizado um teste t pareado, baseado no desvio padrdo da diferenga nas médias
(SKOOG, 2006). O teste t foi aplicado para as mesmas cinco réplicas da amostra
fortificada Fradinho 1, apresentadas no estudo de adi¢cdo e recuperagdo de analito.
Cada réplica foi primeiramente detectada por UV e na sequéncia por DE, gerando
assim cinco pares de dados para cada analito.

Os valores de t calculados para cada uma das estrobilurinas comparadas nos

dois métodos de deteccdo variaram, em valores absolutos, de 0,07 a 2,09.
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Comparando-se estes valores com o valor de tgqico, igual a 2,78 para o nivel de
confianga de 95% e 4 graus de liberdade, verifica-se que ndo existem diferencas
significativas entre as médias das medidas, indicando que os dois métodos de
deteccéo fornecem resultados semelhantes.

Desta forma, constatou-se que os métodos de detecgcdo UV e DE séo
comparaveis em termos de sensibilidade, exatiddo e precisdo. Sendo assim, o
acoplamento “homemade” do detector eletroquimico ao cromatégrafo, se mostrou
uma alternativa viavel e satisfatoria para deteccdo das estrobilurinas. Além disso,

outra vantagem é a possibilidade de confirma¢c&o dos resultados numa mesma

analise, que é interessante em determinacdes de residuos de agrotoxicos.

4.8. Anélise das amostras

Apos terem sido estabelecidas as condi¢des analiticas para a realizacdo das
andlises e avaliado o desempenho do método, foi possivel aplica-lo para algumas
amostras de diferentes tipos de feijdo. As amostras incluiram uma marca de feijao
branco, uma marca de feijao preto, duas marcas de feijdo fradinho, duas marcas de
feijdo carioca e um feijdo verde (ndo processado). A aquisicdo e descricdo das
amostras estéo apresentadas no item 3.8.

Primeiramente, todas as embalagens e os sites das empresas empacotadoras
destes produtos, com excegéo do feijao verde, foram consultados a fim de verificar
se haviam informagfes sobre o tipo de agrotoxicos, incluindo possivelmente as
estrobilurinas, utilizados no cultivo dos feijdes. O intuito era coletar informacdes
sobre caracteristicas especificas de cada amostra, visto que estas possuiam
diferentes procedéncias. Contudo, segundo os 0rgdos regulamentadores, ndo é
obrigatorio o repasse dessas informacdes ao consumidor, sendo assim, n&o foi
possivel obté-las.

As amostras foram preparadas e analisadas em triplicata, e o PS foi
adicionado tanto nas amostras quanto nos brancos de extragdo em uma
concentracéo final de 10,0 mg L™ para a quantificacdo dos teores das estrobilurinas,

se presentes. As Figuras de 26 a 32 apresentam 0s cromatogramas (detecgédo UV
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em 200 nm) e amperogramas (detec¢cdo DE em 1,9 V) para uma réplica de cada
amostra.

Vale ressaltar novamente, que 0s compostos pouco retidos na coluna e
eluidos em até aproximadamente 10 minutos de corrida, presentes em todas as
amostras, podem ser remanescentes do processo de tratamento da amostra e/ou

coextraidos da matriz juntamente com os analitos.

Figura 26: Cromatograma (UV) e amperograma (DE) para a amostra Feijao

Fradinho 1. (PS) Padréo Surrogate. Condigdes descritas no item 3.6.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 27: Cromatograma (UV) e amperograma (DE) para a amostra Feijao

Fradinho 2. (PS) Padréo Surrogate. Condigdes descritas no item 3.6.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 28: Cromatograma (UV) e amperograma (DE) para a amostra Feijao Branco.

(PS) Padréao Surrogate. Condi¢des descritas no item 3.6.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 29: Cromatograma (UV) e amperograma (DE) para a amostra Feijao Preto.

(PS) Padréao Surrogate. Condi¢des descritas no item 3.6.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 30: Cromatograma (UV) e amperograma (DE) para a amostra Feijao Carioca

1. (PS) Padréo Surrogate. Condi¢gdes descritas no item 3.6.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 31: Cromatograma (UV) e amperograma (DE) para a amostra Feijao Carioca

2. (PS) Padréo Surrogate. Condigdes descritas no item 3.6.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 32: Cromatograma (UV) e amperograma (DE) para a amostra Feijao Verde.

(PS) Padréao Surrogate. Condi¢des descritas no item 3.6.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Na Figura 26 e 27, observa-se grande semelhanca dos cromatogramas e
amperogramas obtidos para as amostras de feijao do tipo fradinho. Verificou-se um
pico em aproximadamente 17 minutos, nestas duas amostras, e embora ndo se
possa afirmar ser o mesmo composto, pareceu ser uma caracteristica comum deste
tipo de feijao, independente da procedéncia. Vale destacar que o feijao Fradinho 1
foi o mesmo utilizado no estudo de adi¢céo e recuperagdo de analito, selecionado
para estes ensaios por ser uma das amostras na qual ndo haviam sido identificados
os analitos. De semelhante modo, ndo ha indicios de picos referentes as
estrobilurinas na amostra de feijao Fradinho 2.

Para as amostras de feijdo Branco e Preto, exibidos respectivamente nas
Figuras 28 e 29, observa-se cromatogramas e amperogramas “limpos” na regiao de
interesse, isto é, com boa resolugdo e poucos compostos eluidos na regido de
eluicdo das estrobilurinas. Isto, que também foi notado para outras amostras, indica
qgue o processo de extracdo e purificacdo das amostras tem sido seletivo e eficiente
na remocdo de muitos interferentes. Novamente, para estas amostras, ndo foram
detectados picos referente aos analitos.

Jé para as amostras de feijdo do tipo carioca, mostradas nas Figuras 30 e 31,
nota-se uma diferenga significativa no perfil dos cromatogramas e amperogramas.
Para a amostra Carioca 2, observaram-se poucos compostos eluidos na regido de
eluicdo das estrobilurinas. Entretanto, um composto apresentou um pico
relativamente pequeno, comparado ao PS, proximo a regido de eluicdo da
azoxistrobina, em 13,8 minutos. A partir de uma avaliagdo cuidadosa do
cromatograma, sobreposicdo de cromatograma dos padrdes e analise do perfil do
pico constatou-se ndo ser a azoxistrobina.

A amostra Carioca 1, anteriormente abordada no item 4.5.3 em uma primeira
avaliacdo do método de preparo de amostra, se mostrou bastante peculiar. A analise
inicial dessa amostra havia indicado a presenca de dois picos eluidos em
aproximadamente 14 e 29 minutos, podendo se referir a azoxistrobina e
picoxistrobina (vide Figura 21). Entretanto, j& inicialmente, verificou-se a
necessidade de uma investigagdo mais profunda visto que aparentemente se
tratavam de compostos interferentes coeluindo com estes analitos.

Todavia, apls estd avaliagdo prévia, esta amostra ficou estocada por
aproximadamente 6 meses, enquanto outras etapas do trabalho estavam sendo

desenvolvidas. Constatou-se em outra avaliagdo desta amostra, utilizando apenas a
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deteccédo UV, um perfil diferente do observado inicialmente, com outros compostos
eluidos na regi@o de eluicdo das estrobilurinas, incluindo um parcialmente coeluido
com o PS. Ainda, foi possivel identificar o pico eluido em aproximadamente 14
minutos. Além disso, o pico do composto que poderia se referir a picoxistrobina, em
aproximadamente 29 minutos, apresentou-se deslocado para a esquerda no
cromatograma e com um pequeno pico parcialmente coeluido ao seu lado direto.

Essas diferengas podem estar relacionadas ao tempo de estocagem deste
produto, levando em consideragéo que processos de degradacdo e decomposi¢céo
da amostra podem ter acontecido mesmo este sendo estocado em local fresco e
abrigado da luz. Vale destacar que para todas as outras amostras o preparo e a
andlise ndo excederam um més apdés suas aquisicoes.

Para averiguar se algum desses picos poderiam indicar a presenga da
picoxistrobina e azoxistrobina na amostra Carioca 1, foram realizados testes de co-
cromatografia, mostrados na Figura 33 apenas para deteccdo UV. A co-
cromatografia consiste em adicionar certa quantidade de padréo do composto a ser
identificado exatamente antes da injegéo, garantindo que o composto de interesse
esteja presente. A analise dessa amostra dopada e comparacdo com a amostra sem
dopagem permite avaliar se houve aumento na area do pico que se deseja
confirmar. Essa dopagem da amostra, e analise em seguida, pode ser feita quantas
vezes forem necessérias até que seja possivel identificar adequadamente o tempo
de retencdo investigado e constatar se existe coeluicdo com outra substancia
(OJEU, 2002).
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Figura 33: Testes de co-cromatografia para amostra Carioca 1. a) Ampliagdo na
regido de eluicdo da Azoxistrobina, onde “1” refere-se & amostra e “2” a amostra
dopada com azoxistrobina (10,0 mg L™); b) Ampliacdo na regido de eluicdo da
Picoxistrobina, onde o “1” refere-se a amostra e “2” e “3” a amostra dopada
sucessivamente com picoxistrobina (10,0 mg L™). Condicdes: descritas no item 3.6

com detecgdo UV.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 33-a apresenta 0s cromatogramas para o teste de co-cromatografia
para a azoxistrobina, com ampliag&o na regido proxima aos 14 minutos de corrida. O
cromatograma indicado como 1 trata-se da amostra sem dopagem, enquanto o
cromatograma indicado como 2 refere-se a amostra dopada com azoxistrobina (10,0
mg L™). Apés a dopagem, verificou-se um deslocamento do maximo de absorbancia
do pico para o tempo exato 14,0 minutos, referente ao tempo de retengcdo da
azoxistrobina. Ao mesmo tempo, permitiu observar ao lado direito deste pico um
“ombro” coincidente, em termos de tempo de reten¢cé&o, com 0 composto encontrado
inicialmente na amostra em 13,7 minutos. Portanto, a comparagdo destes
cromatogramas confirmou a presenga de outro composto eluindo com tempo de
retencdo significativamente préximo ao tempo de eluicdo da azoxistrobina, contudo
nao se tratando desta estrobilurina.

A Figura 33-b, ampliada na regido proxima aos 29 minutos, apresenta 0s
cromatogramas para 0 teste de co-cromatografia para a picoxistrobina. O
cromatograma indicado como 1 trata-se da amostra sem dopagem, enquanto 0s
cromatogramas indicados como 2 e 3 referem-se & amostra dopada com

picoxistrobina (10,0 e 20,0 mg L™?). Observa-se que a medida que a amostra era
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dopada com o padrédo de picoxistrobina, o pico eluido em 30 minutos diminuia em
termos da absorbancia, devido a diluicdo.

O outro pico eluido em 28,6 minutos teve sua area aumentada com a
dopagem, contudo com deslocamento do maximo de absorbancia para o tempo de
retencéo de 28,3 minutos e um perfil alargado dos picos. Isto permitiu concluir que o
pico 1 no cromatograma néo teve sua area aumentada nos picos 2 e 3 devido a um
aumento da concentragdo, mas sim devido a sobreposi¢do de picos pela adi¢cdo do
padréo da picoxistrobina. Este efeito causado pela dopagem da amostra confirmou
que o pico eluido em 28,6 minutos ndo se tratava da picoxistrobina.

Nota-se ainda na amostra Carioca 1, a eluicdo de um composto parcialmente
coeluido com o padrdo surrogate (PS). O mesmo pode ser observado na Figura 32
para a amostra de feijdo Verde. Para uma quantificacdo correta do PS nessas
amostras seria necessario modificar o gradiente de eluicdo da fase mdével nesta
regido de eluicdo e adequar a separagéo desses compostos. Contudo, julgou-se nao
ser necessario tal esforco, visto que nestas amostras ndo foram detectados picos
refeprentes as estrobilurinas para justificar a utilizagdo do PS na quantificagdo das
mesmas.

E relevante apontar que, para as amostras analisadas, a recuperagéo do PS
variou de 70,5 a 98,6 % por deteccdo UV, e de 71,5 a 97,1% por deteccédo DE,
mantendo-se dentro dos valores estabelecidos para a exatiddo do método.
Entretanto, para esta avaliagdo da faixa de recuperagdo do PS nas amostras, ndo
foram considerados seu valores nas amostras de feijao Carioca 1 e Verde, devido a
dificuldades de integracédo do PS conforme discutido anteriormente, a fim de evitar
erros grosseiros.

Portanto, os resultados mostraram ndo haver indicios das estrobilurinas
nessas amostras segundo os niveis de deteccdo do método. Com exce¢do da
picoxistrobina, para qual ainda ndo foi possivel obter um limite de deteccdo de
acordo com o LMR indicado pela legislacdo, pode-se admitir que as amostras
avaliadas neste trabalho estdo em conformidade com a legislagdo, sendo
adequadas para 0 consumo seguro dessas leguminosas.

Como jéa relatado neste trabalho, a literatura aponta que as estrobilurinas séo
ambientalmente mais seguras, sendo pouco persistentes no ambiente, devido sua
facil fotodegradacdo (SOUZA et al., 2009). Contudo, como ndo se sabe o contexto

de utilizacdo das estrobilurinas no cultivo destes feijdes, € dificil afirmar que estas
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ndo foram detectadas nas amostras por, possivelmente, ja terem sido degradas
antes do produto chegar ao mercado varejista.

Entretanto, a avaliagdo desses diferentes tipos de fejjao e,
consequentemente, diferentes caracteristicas das amostras, mostraram robustez do
método de preparo e andlise desenvolvido para essa matriz. Além disso, mais uma
vez os resultados corroboram para o fato de que o detector eletroquimico € uma
opcédo interessante para determinagdo dos teores residuais das estrobilurinas.
Nestas andlises, além de se mostrar igualmente adequado, comparado ao detector
UV, permitiu a confirmacgao dos resultados, sem a necessidade de uma analise extra

e posterior.
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5. CONCLUSAO

O método desenvolvido para determinacdo de estrobilurinas por HPLC com
deteccéo simultdnea UV e DE se mostrou promissor. Foi realizado um acoplamento
“homemade” das técnicas, onde as estrobilurinas foram primeiramente separadas na
coluna cromatografica e detectadas por UV, em 200 nm, e sequencialmente
conduzidas para a célula eletroquimica para serem oxidadas na superficie do
eletrodo de DDB.

O método otimizado mostrou viabilidade da utilizacdo do eletrodo de DDB e
as sete estrobilurinas estudadas puderam ser detectadas por amperometria,
utilizando potencial de 1,9 V. Neste sentido justifica-se 0 acoplamento das técnicas,
visto que a separacdo dos analitos se fazia necessaria para possibilitar a detecgéo
eletroquimica simultdnea dos analitos em um Unico potencial.

Para a aplicacdo do método de analise e determinacdo das estrobilurinas, foi
desenvolvido um método de preparo de amostras de feijdo. Poucos trabalhos tém
sido reportados na literatura para extragdo das estrobilurinas nesta matriz, sendo
necessario adaptar métodos desenvolvidos para outras matrizes. O método de
extracdo mostrou-se adequado para extragao das estrobilurinas, seletivo e eficiente
na remogéo de muitos interferentes. Contudo, visto as muitas etapas no processo de
preparo, perdas significativas dos analitos colaboraram inicialmente para baixas
recuperacdes dos mesmos, em alguns casos de apenas 35 %.

Para contornar este problema, foi implementado o uso do padréo surrogate
(PS). A fluoxastrobina foi selecionada para utilizagdo como PS no método, visto suas
caracteristicas intermediarias entre todas as estrobilurinas estudadas, sendo assim
adequada para a avaliacdo e quantificacdo dos analitos sem a necessidade de
inclusédo de um novo composto ao método.

Feitos os ajustes necessérios para a incluséo do PS, foi realizado o estudo de
adicdo e recuperacdo de analito, obtendo-se valores entre 61,6 % a 98,8 %,
aceitjveis para andlises de residuos de pesticidas em amostras e metodologias
complexas, além disso, também estando de acordo com as recuperacfes das
estrobilurinas reportadas na literatura. A precisdo do método foi avaliada através de

estudos de repetitividade e precisdo intermediéria, nos quais os DPR foram menores
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que 10 %, estando dentro dos critérios de aceitabilidade indicados na literatura para
avaliacdo de métodos analiticos.

Observou-se que os limites de deteccdo e quantificacdo das estrobilurinas
obtidos por detecgéo UV e DE foram semelhantes e significativamente baixos, como
caracteristico para analises de residuos. Os métodos de detec¢do UV e DE também
foram comparados estatisticamente, o que mostrou ndo haver diferengas
significativas entre os resultados reportados por estes.

Com relacdo as amostras de feijdo, ndo foram detectados residuos das
estrobilurinas. Como relatado na literatura as estrobilurinas s&o facilmente
degradadas no ambiente, principalmente quando expostas a radia¢do ultravioleta,
como as emitidas por raios solares. Esta pode ser uma das razdes pelas quais as
estrobilurinas ndo foram detectadas nas amostras. Contudo, ndo se sabe sobre a
utilizagéo de tais substancias no periodo de cultivo das amostras selecionadas neste
trabalho. Ent8o, para a sustentacdo desta hipotese outros estudos devem ser feitos
como, por exemplo, a selecdo de amostras cuja utilizagdo das estrobilurinas no
cultivo seja confirmada diretamente com produtores.

Desta forma, conclui-se que o acoplamento “homemade” do detector
eletroquimico ao cromatografo, se mostrou uma alternativa bastante viavel e
satisfatoria para detecgdo das estrobilurinas, sendo os métodos de detecgdo UV e
DE comparaveis em termos de sensibilidade, exatiddo e precisdo. Isto possibilita
confirmacdo dos resultados numa mesma andlise, que é interessante em
determinagdes de residuos de agrotdxicos, sem a necessidade de aquisicdo de
outros equipamentos de alto custo e processamento de amostras para analises
posteriores e em diferentes técnicas.

Além do mais, este trabalho € um estudo inicial, que permitiu uma maior
compreensdo deste sistema quimico, da complexidade das amostras e mostrou
potencialidade do uso das técnicas eletroquimicas para determinacdo simultanea

das sete estrobilurinas, possibilitando assim estudos posteriores.



101

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

e Aprimorar a metodologia de preparo de amostras, avaliando a utilizagéo
de solventes mais eficientes para extracdo das estrobilurinas e a

minimizacao de etapas de manipulacdo das amostras.

e Avaliar a inclusdo de outras substancias mais adequadas para utilizagéo

como padréo surrogate.

e Aplicar o método desenvolvido neste trabalho para determinagdo de
estrobilurinas em outras amostras de alimentos, principalmente, outras

leguminosas.

e Avaliar a utilizagdo de eletrodos modificados para agregar maior

sensibilidade ao método e reduzir os niveis de detec¢éo das estrobilurinas.

e Avaliar o efeito de processos domésticos, como lavagem e aguecimento
(sob pressao) de amostras alimenticias, sobre a eliminacdo e/ou

degradagéo das estrobilurinas.
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