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INTRODUGAO:

A Abamectina € um composto quimico da classe

das avermectinas, que sao lactonas macrociclicas que ~_-R
mostram eficacia na utilizagdo para o controle de pragas na ]
agricultura™. Nas culturas de soja a Abamectina ¢ utilizada |, l OL U? .Q" H']/
para o controle de diversas pragas, em especial - .
Tetranychus urticae (Acaro rajado)? e fitonematoides como = "~ 0
Pratylenchus brachyurus (Nematoide das Lesdes) e A o .:5
Meloidogyne javanica (Nematoide das Galhas)®. Como Il on
mostrado na figura 1, as formas B1a e B1b diferem entre si :*F’H e r ||
pelo radical alquila genericamente representado por R. 00— A

O interesse em determinar a abamectina em raizes e H (]1'11-1
da soja se deve a perspectiva em conhecer o processo de Figura 1- Formula estrutural da Abamectina
translocacdo dos agrotdoxicos nas plantas para
compreensdo dos mecanismos de agdo das substancias.
Nos processos que envolvem os equilibrios dentro da planta, o metabolismo é transportado pelas
membranas e pelo sistema vascular, seguindo os principios de leis fisico-quimicas que regem as
transformagdes quimicas e energéticas. No entanto, no que diz respeito ao transporte de produtos quimicos,
como os agrotoxicos, por exemplo, as plantas desenvolveram um sistema peculiar em seu metabolismo.
Com isso, desperta na comunidade cientifica um interesse pelo estudo de métodos sobre absor¢cdo de
agrotéxicos e seu destino dentro das plantas, pois sdo assuntos de interesses de natureza econdémica e
ecolégica. A permeabilidade de produtos quimicos pelas membranas e o desenvolvimento de métodos que
os identifiquem e quantifiquem s&o necessarios para indicar as concentragbes e degradacdo desses
compostos. E um desafio obter informagéo sobre a translocagdo de agrotéxicos, informagdo de suma
importancia para indicar o acesso que é desencadeado dentro da planta; se a concentracdo aplicada atinge
o alvo, seja ele uma praga e/ou doenga;ou se a concentragdo aplicada contamina o fruto.

Na literatura encontrou-se métodos para a determinagdo de avermectinas em diversas culturas.
Porém, ndo foi encontrado nenhum método para a determinacdo do teor deste composto na raiz de
soja.Portanto, o objetivo deste trabalho € o desenvolvimento de um método para a determinagdo de
abamectina em raizes de soja empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial (HPLC-MS/MS).
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O método selecionado para o preparo de amostras foi 0 método QUEChERS (Ié-se catchers), cujo
nome € uma sigla em Inglés para (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe). Inicialmente, o método foi
proposto em 2003 por Anastassiades et al. para a extragao de agrotoxicos em diferentes amostras, de modo
a desenvolver uma analise multirresiduo de defensivos agricolas!®. Este método baseia-se em 3 etapas
principais: extragcdo com acetonitrila, particdo por adicao de sais e limpeza do extrato. Na primeira etapa, a
acetonitrila € empregada para minimizar a extragdo de interferentes provenientes da amostra, além de
proporcionar extragéo de analitos de diferentes polaridades e ser compativel com HPLC/MS-MSI®. Na etapa
de particdo, adiciona-se sais com diferentes fungdes ao sistema. A adigédo de sais de sddio (como cloreto de
sédio) visam promover o efeito de “salting out’ ao auxiliar na separacédo de fases sem diluir o extrato,
enquanto a adicdo de sais secantes (como sulfato de magnésio) visa aumentar a recuperagdo dos
compostos polares, além de remover agua do sistema diminuindo o volume da fase aquosa. Na etapa de
limpeza do extrato (cleanup), é utilizado um sorvente, como o PSA, que atua como um filtro quimico ao reter
coextrativos da matriz amostral. Como o sorvente é adicionado diretamente no sistema, a limpeza do extrato
¢ efetiva e utiliza pouca quantidade de sorvente!®.

METODOLOGIA:

Plantio da Soja

Amostras comerciais de sementes de soja foram adquiridas e plantadas em vasos de plastico e
colhidas apés cerca de 30 dias. O conteudo dos vasos foi retirado e as raizes da soja foram reservadas
para a utilizagdo. O procedimento foi repetido duas vezes ao longo do projeto para suprir as necessidades
de volume de amostra.
Preparo de amostra

A fim de testar alternativas para otimizar a resposta analitica da abamectina, além do método
original proposto por Anastassiades et al®, foram testadas pequenas modificagbes nos procedimentos de

extracao:
QuEChERS | QuEChERS I
PARTICA
Falcon 50 ml Varex B o s Falcon 50 mil ) . 4 g MgSO, = 1 gNaCl +
1 g de amosira 10 miL acetonitrila Vorex 80 s 49 Mg30, 1 g de amosira 10 mL acetonitrila | Virtex 80 & g CHNa O +05g
1g NaC C,H,Na,0,
Viriex e
Foriificacio . Foriificagio
: 60 s e B0 s
19 M.;SOI Falcon 50 mil Ratirada & mbL l-_\l.‘l"l'."['ul}..il."\-c) 19 M:]SI’_’I. Fabonn S0 mil Ratwrada 8 mil Cl’rlllll‘ll{_;.ﬂ,nll
150 mg PSA SODEE RN e S000 rpmd' 5 min 150 mg PSA, sobrenadants 5000 rpmd' 5 min
Virtex Voriex
30 s s
Cantrifugagio Retirada 1 mL Vial Analse Centrifugacio Ratirada 1 mL | Wial Analise
5000 rpmd 5 man sobrenadante Cromatografica 5000 rpmd 5 min sobrenadante Cromatografica
QuEChERS Il QuEChERS IV
Failcon 50 mi 10 mL acetonitril Vértex 60 = 4 g Mg .
1 g de amosira I=-.r:-,.: aﬁi@--:c a | Torex v s 19 f‘hséjéana RP— FalconS0mL | 40 mL acetonitita | Vorex 60 s 4.9 MgsS0,
* ’ 95+, 0 : 1% Ac Acético 1g CH,COONH,
= Vorex \j
N Fortificacio 60 = Fotif Vibriex
CLEA 60 s
a " Fa 0 G Arify 3
"II";J’JMLISF?%A aloon 50 mL :‘j:;::;;;: ggg{: "..rg-a‘;éa?mr 1.9 MgS0, Falcon 50 mi Ratwada 6 ml Centrifugacin
g P ) . i Ly 150 mg PSA SObrenadante S000 rpmd 5 min
08 verte
: 30 s
Cantrifugacio Ratirada 1 mi Vi Aruileiee ’
i ;A0 Ratird 1 Vial ';
5000 rpmv 5 min sobrenadanie Cromatografica ,C"'r."'” UGBCAC slirada | L o Andliss
S000 rpm 5 min sobrenadantse Cromatografica

Figura 2: Procedimentos de preparo de amostras propostos com base no método QUEChERS
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Os quatro métodos propostos foram testados em triplicata e o método com a melhor recuperagéo da
abamectina nas raizes da soja foi selecionado para a etapa posterior de validagao do método.
Analise por HPLC/MS-MS

A abamectina extraida das raizes da soja foi analisada por HPLC/MS-MS nas seguintes condi¢des
cromatograficas: Fase moével: A - agua + formiato de aménio 0,2% (v/v) : B - metanol; Eluigéo isocratica
(15:85) v/v; Coluna: Waters Nova-Pak C18 (3,9 x 150 mm ; 4um); Vazdo da fase movel: 1 mL/min;
Temperatura da coluna: 40 °C; Volume de inje¢ao: 10 uL; Tempo de analise: 10 min. A deteccao foi feita por
espectrometria de massas sequencial, onde as razdes massa/ carga foram definidas com a utilizagdo do
modo autotune do detector. Os cromatogramas obtidos indicaram detec¢ao de um intenso pico por volta de
3,5 minutos de corrida cromatografica, indicando que as condigdes cromatograficas supracitadas levaram a
uma boa deteccio da abamectina.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Selecdo do Método QUEChERS

A fim de selecionar a melhor estratégia dentre as propostas, foram realizadas analises em triplicata
utilizando cada um dos métodos propostos. A partir dessas analises, 0 método selecionado para a etapa
posterior de validagéo foi 0 método I, que apresentou maiores resultados de area do pico cromatografico da
abamectina e o menor coeficiente de variagao dentre os métodos propostos. Os resultados dessa avaliagao
sdo mostrados na tabela 1:

QUECHERS R(('azicaa) 1 R(('azicaa) 2 R?E:Lcaa) 3 M?ri:aias Coeficient; /od)e variagao
I 1550 1534 1578 1554 1,4
Il 1468 1543 1551 1521 3,0
11 1323 1471 1492 1429 6,4
\Y, 1438 1359 1437 1411 3,2

Tabela 1: Avaliagdo dos métodos QUEChERS
Validagéao: Seletividade

A seletividade de um método analitico pode ser definida como a capacidade do método de fornecer
uma quantificagdo do analito de interesse sem que os demais componentes da matriz amostral interfiram
significativamente na resposta analitical”’. Portanto, para determinar se o método proposto se enquadra
como um método seletivo foram feitas corridas cromatograficas dos componentes envolvidos no método, de
modo a avaliar a sua resposta analitica. Foram realizadas, separadamente, corridas cromatograficas
utilizando uma solugédo padrao de abamectina em metanol a 1 mg/L, o diluente (metanol), o solvente de
extracdo (acetonitrila), as fases moveis selecionadas, extrato de raiz de soja submetido ao preparo de
amostras sem adi¢cdo de padréo e extrato de raiz de soja submetido ao preparo de amostras com adi¢do de
padréo a 1 mg/L (em triplicata). Exemplos dos cromatogramas obtidos podem ser visualizados na Figura 3.
O cromatograma mostrado em (I) foi obtido da analise de uma das replicatas da analise do extrato da raiz
de soja submetida ao QUEChERS com fortificagdo com o padrdo de Abamectina, onde é observado um pico
cromatografico entre 3 e 3,5 minutos. Este pico se faz presente de forma semelhante nas outras réplicas
realizadas. Um pico semelhante é observado no cromatograma (ll), obtido pela analise cromatografica do
padrdo de Abamectina em metanol. O cromatograma apresentado em (lll) se refere a analise
cromatografica do extrato de raiz de soja submetida ao QUEChERS sem adicdo de padrédo, onde se observa
apenas ruido do equipamento, sem nenhum pico cromatografico definido. As outras analises do teste de
seletividade resultaram em cromatogramas semelhantes ao (lll), sem nenhum sinal definido, comprovando a
seletividade do método proposto.
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Figura 3 - Cromatogramas dos ensaios de Seletividade do método proposto: (I) Extrato de soja fortificado com
abamectina, (Il) Padrdo de Abamectina em metanol, (lll) Extrato branco de soja.

Validagéao: Efeito Matriz
O estudo do efeito matriz tem como objetivo avaliar a interferéncia causada no sinal analitico no

espectrometro de massas pelos componentes da matriz amostral™. Tal estudo é de suma importéancia para
amostras com matrizes complexas, como € o caso da raiz de soja. Para avaliar o efeito matriz, foram
construidas duas curvas analiticas em 5 niveis de concentragdo de Abamectina em metanol e no extrato

com QUEChERS:

® Matriz Linha de tendéncia para Matriz @ Solvente Linha de tendéncia para Solvente
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Figura 4 - Curvas analiticas obtidas com o Extrato fortificado e com o Padrdo adicionado ao Solvente.

O Efeito matriz foi calculado pela equagéo 1, e os resultados sdo mostrados na tabela 2.

Areay ifi
Efefm Matriz = ’( i Extrato fortificado

ATeaPa.dréo no Solvente

) b 100] — 100

Equacéao 1. Calculo do Efeito matriz®¥
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Concentragio | Area média - | Area Média - | Efeito matriz

(ng/L) Extrato Solvente (%)

25 55 39 41,9

50 106 86 22,9

100 203 196 3,6

300 600 535 12,1

500 1025 839 22,2
MEDIA 20,5

Tabela 2: Avaliacéo do Efeito Matriz

Portanto, o método apresenta um efeito matriz por volta de 20,5%. Por estar dentro do intervalo de
20 a 50%, pode-se afirmar que se trata de um efeito matriz médio.®

Validacao: Limites de Quantificagdo e Detecgao

O limite de deteccgéo é definido como a menor quantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser detectada, enquanto o limite de quantificacdo é definido como a menor concentragcéo ou teor que
pode ser determinada com precisao e exatidao aceitaveis. Para determinar os limites de quantificacéo e
detecgéo, foram realizadas analises (em ftriplicata) em 3 niveis a baixas concentragbes e foi avaliada a
razao entre sinal analitico e ruido. Os resultados estdo expressos na Tabela abaixo:

Coeficiente de
Média das variagdo das Areas | Média das Razoes Sinal/
Concentragao (ug/L) Areas (%) Ruido
10 16 11 3
20 31 8 5
30 53 4 10

Tabela 3: Analises para a determinagcao dos Limites de Quantificagdo e Detecgédo

Segundo o Guia de Validagéo e Controle de Qualidade Analitica do MAPA, o limite de detecgéo é
definido como a minima concentracdo em que a Razao sinal/ ruido obtida na analise € maior ou igual a 3,
enquanto o limite de quantificagdo se trata da minima concentragdo em que a Razao sinal/ ruido maior ou
igual a 6. Portanto, afirma-se que o limite de deteccdo do método é de 10 ppb, enquanto o limite de
quantificagcao é de 30 ppb.

CONCLUSOES:

Dentre as opgdes avaliadas no preparo da amostra por QUEChERS, a estratégia selecionada foi a
que se assemelha ao método proposto originalmente, mas utilizando menor quantidade de amostra e de
reagente. As analises apresentaram bons resultados do método frente aos parametros de validagao
avaliados, indicando que o método pode ser utilizado para a determinagdo do agrotéxico Abamectina em
amostras de raizes. Etapas subsequentes de validagdo serdo realizadas de modo a confirmar a
aplicabilidade do método para a avaliagao do processo de translocagao da abamectina em soja.
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