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INTRODUCAO:

Dada a importancia da soja para o agronegocio brasileiro desde a década de 1970, por sua alta demanda
e exportacgéo, tal grao possui grande relevancia para a economia nacional, uma vez que o Brasil é o segundo maior
produtor mundial de soja [1]. Entretanto, nematoides como o Heterodera Glycines colocam em risco a produtividade
do gréo por serem responsaveis por cistos na soja, prejudicando 9 milhdes de toneladas anualmente deste produto
de interesse [2].

Diante de tal contexto, torna-se interessante empregar o uso de avermectinas como a abamectina para se
eliminar a ameaca de tais nematoides. A abamectina € um inseticida e acaricida pertencente ao grupo das
avermectinas, as quais fazem parte da familia das lactonas macrociclicas, originadas da fermentag¢édo do fungo
actomiceto (Streptomyces avermitilise) que agem diretamente nos nematoides [3].

Neste projeto deseja-se determinar a presencga de abamectina na raiz da soja, e para isso, faz-se uso de
algumas técnicas e métodos analiticos como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para separar
adequadamente os analitos, acoplada a espectrometria de massas (MS), capaz de identificar os fragmentos que
constituem a abamectina e a extra¢édo assistida por micro-ondas (MAE), empregada para auxiliar na extracdo do
analito e um preparo de amostra adequado. Em relagdo ao preparo de amostras, etapas como a extracédo e a
limpeza dos analitos e do extrato sdo aplicadas, bem como uma etapa de pré concentragdo empregando a

secagem e ressuspensao do analito.

METODOLOGIA:

1. Amostras de raiz de soja

Para avaliar a extracdo de abamectina presente na raiz da soja, amostras branco foram fortificadas com o
analito. Tal processo teve como inicio o plantio das sementes de soja em meio de cultivo composto por uma mistura
de fertilizantes organicos classe B e fibra de coco. As sementes entéo foram dispostas em vasos de 10L, os quais

continham 5 sementes cada, cujo crescimento foi garantido pela exposi¢cao diaria ao sol e irrigadas com agua, para
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obter plantas do estagio V3/V4 que foram posteriormente retiradas dos vasos para terem suas raizes separadas e
lavadas.

A lavagem das raizes era realizada com &gua potavel até toda terra ser removida, logo apoés tal etapa
utilizava-se agua destilada para complementar a lavagem. Partindo das raizes ja limpas, as mesmas eram secas
com um fluxo de gas nitrogénio (N2) durante 12 horas e longe da exposi¢cdo a luz com o auxilio de um papel
aluminio, a fim de evitar a degradacéo do analito. Com as raizes lavadas e secas, estas eram entéo trituradas para
se obter um pé com o auxilio de nitrogénio liquido e um almofariz com pistilo, sendo armazenadas no congelador

logo em sequéncia.

Figura 01: a (Raizes retiradas do solo), b (Raizes lavadas e secas), c (Raizes trituradas)

2. Preparo de amostras

A partir das raizes lavadas, trituradas e secas, iniciou-se a otimizagdo para encontrar as melhores
condicdes de extracao e preparo de amostras partindo do seguinte procedimento experimental.

Inicialmente pesou-se 1 g de raiz para que a mesma fosse fortificada durante 30 minutos com 100 pL de
uma solucdo padrdo de abamectina de concentragédo igual a 2,5 mg L. Apds a fortificagdo, adicionou-se 4 mL de
agua miliQ para umedecer a raiz e posteriormente adicionou-se 10 mL de acetonitrila. Na sequéncia, levou-se a
amostra para o MAE durante 20 minutos a uma poténcia de 450W e 70°C. O extrato foi centrifugado durante 5
minutos a 5000 rpm para assim coletar o sobrenadante e limpa-lo.

A limpeza por sua vez foi realizada utilizando 150 mg de PSA e 900 mg de sulfato de magnésio (MgSOa),
levando tal mistura para o virtex por 30 segundos e retornando com ela para a centrifuga por 5 minutos a 5000
rpm. Com o extrato limpo, coletou-se 5 mL do mesmo e levou-0 para uma secagem com N2. Em seguida, foi
realizada a ressuspensao com 1 mL de metanol com agitacdo durante 1 minuto no vértex e banho de ultrassom
por 10 segundos, para assim ser filtrada e injetada no HPLC.

Para selecao dos fatores que mais afetam o processo de extracao, foi executado um planejamento fatorial
fracionario 241. Os fatores avaliados foram: poténcia e temperatura do micro-ondas, tempo de extracéo e teor de
solvente organico. A resposta utilizada foi a recuperac¢éo de abamectina, sendo calculada como

area do analltofortificacéo antes da extragio

Recuperagio (%) = — -
area do analltofortificagio apés a extragio

3. Anélises cromatograficas
As condigbes para a operacdo do HPLC-MS/MS foram otimizadas anteriormente por um trabalho realizado
pelo grupo de pesquisa da NovaCrom por Periotto (2022), sendo estas empregadas na realiza¢do do presente

trabalho.

XXXI Congresso de Iniciacédo Cientifica da UNICAMP — 2023 2



As andlises cromatogréaficas foram realizadas em um cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia (HPLC)
Alliance 2695, Waters. Foi empregada uma coluna Waters Nova-Pak C18 (3,9 mm x 150 mm d.i., 4 um de didmetro
de particula). A separacéo cromatogréafica foi realizada no modo de elui¢do isocrética e as fases méveis compostas
por Agua: metanol, 15:85 v/v, ambas com 10 mmol L de formiato de aménio e ajuste de pH 4 com &cido férmico
na fase A. Os demais parametros do HPLC utilizados foram: temperatura da coluna em 40 °C, volume de inje¢ao
de 10 L, vazido de fase mével de 1 mL mint e tempo de anélise de 10 minutos. Acoplado ao HPLC foi utilizado
um espectrébmetro de massas, Micromass Quattro Micro API, Waters com analisador triplo quadrupolo (QqQ) e
fonte de ionizacdo por electrospray. O software MassLynx 4.1 foi empregado para aquisicdo de dados. As
condicdes de operacdo do espectrébmetro de massas foram: modo de ioniza¢éo positivo, voltagem do capilar 3,5
kV, vaz&o de N2 1000 L ht, temperatura de dessolvatacéo 450 °C, vazdo de gas no cone 50 L h't, temperatura da
fonte 150 °C. O espectrometro de massas sequencial foi operado no modo de Monitoramento de Reac¢8es Multiplas
(MRM), tendo como ion precursor m/z 890,57 e ions produto m/z 305,3 e 567,4.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O primeiro teste para avaliacdo da extracdo de abamectina em amostra de raiz por MAE consistiu na
comparacdo entre a fortificacdo de abamectina diretamente na raiz branca antes da extracdo (teste 1) e a
fortificagdo de abamectina apds a raiz branca passar pela extragao no MAE (teste 2). Comparando o teste 1 e 2,
observou-se que a fortificacdo antes da extracdo resultou em &rea aproximadamente a metade da area obtida com
fortificagdo apds extracdo no MAE. Este resultado demonstrou que a abamectina pode ter sido retida pela raiz de
soja e nao foi completamente extraida ou que perdas ocorreram durante as etapas de limpeza ou
secagem/ressuspensdo. Diante disso, foi realizado o teste 3, com a secagem e ressupensdo de uma solugéo
padrdo de abamectina 25 ug Lt em N2, com o qual foi possivel concluir que a etapa de secagem e ressuspensao
nao resultou em perdas consideraveis, e gerou suspeitas quanto as possiveis perdas relacionadas a etapa de

limpeza.

Tabela 1: Condi¢des iniciais de analise e seus respectivos valores de area.

Teste Condicéo Area (média de
2 injecdes)
1 Fortificacdo da raiz branca antes da extracdo 208
2 Fortificacdo da raiz branca apés o MAE 431
3 Padrdo seco no N2 504

Diante destes resultados fez-se necessario realizar testes par avaliar o uso do PSA, uma vez que 0 mesmo

pode adsorver o analito de interesse, como aponta a tabela 2.

Tabela 2: Andlise dos efeitos da presenc¢a do PSA na etapa de limpeza do extrato

Condicao Area (média de 3
injecdes)
Fortificacdo da raiz branca e uso do PSA na limpeza 201
Fortificacdo da raiz branca e limpeza sem PSA 225

Conforme as areas obtidas para o analito na tabela 2, foi possivel perceber que as perdas relacionadas a
presenca do PSA eram baixas, apontando que a abamectina esta interagindo com a raiz e ficando retida pelo

processo de fortificagao.
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Diante disso foi aplicado um planejamento fatorial fracionario, o qual busca encontrar os parametros que
possuem efeito significativo e mais interferem na extragéo do analito. Para isso, utilizou-se um planejamento fatorial
fracionario 24! conforme a tabela 3 aponta as distintas condicBes dos experimentos e a resposta obtida

(recuperacdo).

Tabela 3: Planejamento fatorial fracionario 242,

Experimento A - Poténcia | B - Tgmpo C - Temperatura | D - Te9r_so|vente Recuperacao

(W) (min) (°C) orgénico (%) (%)
1 200 5 40 60 78
2 700 5 40 100 83
3 200 15 40 100 74
4 700 15 40 60 66
5 200 5 100 100 83
6 700 5 100 60 59
7 200 15 100 60 67
8 700 15 100 100 95
9 450 10 70 80 76
10 450 10 70 80 85
11 450 10 70 80 80

A partir do grafico 1 pode-se concluir que o teor de solvente orgénico € o fator que mais afeta a extracéo.
Este fator possui efeito positivo, ou seja, quando o teor esta no nivel maximo (100% de solvente organico) tem-se
um aumento na recuperacdo do analito. Isso se da pela maior capacidade da acetonitrila, quando comparada a
agua, de extrair a abamectina que possui polaridade mais semelhante com esse solvente organico. Além disso,
uma vez que as interacdes AB e AD possuem efeito significativo os fatores poténcia e tempo devem ser
considerados no modelo final. Portanto, os fatores teor de solvente orgéanico, poténcia e tempo serdo avaliados em

um planejamento composto central a fim de se encontrar um ponto 6timo de extracdo para estes trés parametros.
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Grafico 1: Gréfico de efeitos dos parametros avaliados no planejamento fatorial fracionario 241,
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Figura 02: Diferengas visuais a partir das diferencas nas condi¢des de analise (1- 200W, 5min e 40°C; 2
- 700W, 5min e 40°C e 3 - 700W, 5min e 100°C)

CONCLUSOES:

A porcentagem de solvente orgéanico é o fator que mais afeta na extracdo de abamectina na raiz da soja.
Além disso, a limpeza com PSA nao oferece perdas significativas nos valores das areas do analito, fazendo com
gue esta etapa ainda faca parte do procedimento empregado para tal determinacdo. Nas proximas etapas sera

finalizada a otimizagdo do método e 0 mesmo serd validado.
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