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Resumo

O objetivo desse trabalho foi verificar a aplicabilidade do método de Extracdo Soélido-liquido com Particao
em Baixa Temperatura na determinacéo de carbaril em banana (Musa sapientum) e posteriormente com a
analise dos resultados, otimizar parametros de analise. A banana foi a fruta escolhida por ser bastante
cultivada e comercializada na regido de Itumbiara-GO. Para otimizagdo foi empregado um planejamento
fatorial completo, 23, para avaliacdo do comportamento simultdneo de trés fatores em dois niveis. Para
separacao, identificacdo e quantificacdo de carbaril foi utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector ultravioleta (CLAE-UV). A partir do estudo dos resultados obtidos pelas andlises, verificou-se
gque a ESL-PBT é seletiva, de facil execugdo, simples e de baixo custo podendo ser aplicada na
determinacéo de carbaril em banana. A porcentagem de recupera¢do média foi de 111,4%. No processo de
otimizacao foi escolhido o ensaio de nimero 2 com eficiéncia de extracdo de 108,18%. Nesse ensaio
utilizou-se como Fator 1 (Relagdo do volume de 4gua e solugcéo extratora de 1:2), um volume de agua de 2
mL e de solvente de 4 mL; Fator 2 (sem adi¢cdo de NaCl) e Fator 3 (ACN como solvente extrator).

Palavras-chave: Carbaril, banana, extracao, andlise de residuos.

Ha anos os produtos quimicos vém sendo utilizados para controle de pragas e doencas
gue afetam a producdo agricola, tornando necessario o monitoramento para avaliar se 0s
agricultores estdo utilizando esses produtos de forma consciente, respeitando os cuidados
necessarios e limites aceitaveis para cada tipo de cultura. Dentre os alimentos cultivados na
regido de Itumbiara-GO, esta a banana, uma das principais e extensas planta¢des, e que possui
destaque no comércio da cidade.

A banana Musa sapientum, pertence a familia Musaceae que é constituida de diversas
espécies sendo considerada uma das frutas tropicais mais cultivadas mundialmente. No Brasil, é a
segunda fruta mais plantada e esta presente no comércio em todos os Estados, desde o litoral até
os planaltos e possui essencial significancia para os brasileiros, ndo somente pelo seu alto valor
nutritivo, mas principalmente, por estar acessivel para todas as camadas sociais, inclusive as
menos favorecidas (MORENO et al., 2016). As espécies mais conhecidas sdo: nanica, prata,
banana-terra e a banana macéa. Neste trabalho a cultivar escolhida é da espécie prata-and, por ser
a mais cultivada nas proximidades de Itumbiara-GO.

Entretanto, devido a vulnerabilidade desse cultivar, a produtividade da banana é afetada
por diversos organismos fitopatbgenos que constantemente atacam esse tipo de producéo. Entre
alguns métodos de controle como limpeza e desbaste no bananal, esta 0 uso de inseticidas
autorizados, dentre eles o carbaril.

O 1-naphthyl methylcarbamate, mais comumente chamado de carbaril, pertence a classe
dos carbamatos, e € um inseticida utilizado para combater pragas de 14 culturas, dentre elas
banana, batata, feijdo, tomate, maca e abacaxi, sendo indicada como modalidade de emprego
para foliar, pertence a classe toxicoldgica Il, sendo considerado altamente téxico (ANVISA, 2013).
Na banana, o carbaril tem um emprego foliar e o Limite Maximo de residuo permitido nessa
cultura é de 0,2 mg/kg com um intervalo de seguranca entre a aplicacdo até colheita de 14 dias.
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Véarias metodologias analiticas tém sido utilizadas para extracéo de agrotoxicos em frutas e
verduras, entre elas, o método que utiliza extracdo solido-liquido com particho em baixa
temperatura (ESL-PBT) tem sido utilizada e desenvolvida com sucesso para determinacdo de
agrotoxicos em varias matrizes como agua, leite, manteiga, tomates e mel. Segundo Paschoal et
al. (2008), algumas das vantagens desse método é o baixo consumo de solventes para a extracao
do carbaril e a simplicidade da execu¢do da metodologia com um numero reduzido de etapas,
mostrando que a sua utilizacdo como técnica analitica € muito promissora.

A extrac@o dos agrotoxicos é particular para cada matriz e por isso deve-se fazer o uso de
planejamentos fatoriais, que tem por objetivo conseguir informagdes Uteis para a otimizacao do
sistema de trabalho com um ndmero minimo de experimentos reduzindo o tempo e 0s custos da
analise (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). Existem variados tipos de planejamentos que
podem ser Uteis de acordo com o objetivo do trabalho, os mais comuns sdo o planejamento
fatorial completo, fatorial fracionado e o fatorial com componente central (SOUZA, 2014).

Nesse contexto, o objetivo dessa pesquisa foi verificar a aplicabilidade da técnica ESL-
PBT e analise por cromatografia liquida para extracdo de carbaril em banana. Até entdo essa
técnica era conhecida por ser aplicavel em diversas culturas, mas ainda ndo havia sido testada
para bananas. Apos a verificacdo da aplicabilidade, parametros de analise foram otimizados
utilizando a quimiometria.

Preparo das amostras fortificadas:

Amostras de banana prata-ana (Musa spp) isentas do carbaril foram adquiridas de culturas
nas quais o carbaril ndo foi aplicado. As mesmas foram cultivadas e coletadas na zona rural do
municipio de Itumbiara-GO. Ap6s liquidificar casca e polpa da banana até completa
homogeneizacgéo, as amostras foram fortificadas com solug¢éo padréo de carbaril para se obter no
extrato final 5,0 mg L-1. Apés fortificagdo, as matrizes foram submetidas a extracdo ESL-PBT,
seguida de andlise por CLAE-UV conforme metodologia proposta por Goulart et al. (2010) com
modificagbes. Foi feito um “branco da banana”, ou seja, sem adicdo do padrdo, a fim de
comparagdo para verificar a seletividade. O branco foi submetido & ESL-PBT assim como as
amostras fortificadas.

A ESL-PBT foi realizada da seguinte forma: a 1,0000 g de amostra de banana (casca e
polpa) foram adicionados 2,0 mL de 4gua e 0,03 g de NaCl. Esse sistema foi colocado em contato
com 4,0 mL de acetonitrila. O sistema foi homogeneizado em vortex por 60 segundos. Apés
agitacdo, a amostra foi colocada a -20°C por 3 horas. Apés a particdo a baixa temperatura, foi
retirado 1 mL da fase organica para analise. Nessa fase foi verificada a aplicabilidade e a
seletividade da técnica em matrizes de banana. Os experimentos foram conduzidos no
Laboratério Multiusuario do Pontal da Universidade Federal de Uberlandia.

Condi¢cdes cromatograficas:

O equipamento utilizado nas analises tem as seguintes especificacées: HPLC alliance
Waters e2695 separations module.2998 PDA Detector, gerenciado pelo software Empawer 3. As
condigbes cromatograficas utilizadas foram: Detector de UV a 213 nm; Coluna Kinetex 5 ym EVO
C 18 - 150 X 4,6 mm; fase mével (modo isocratico); Acetonitrila:Agua deionizada 35:65 v&/; Vazao
da fase mével: 0,8 mL min-1; Temperatura da coluna: 35 °C; Volume de injegédo: 20 uL; e Tempo
de andlise: 10 minutos.

Otimizacdo da técnica utilizando o planejamento fatorial 23:

No processo de otimizacdo do método foi empregado um planejamento fatorial completo

23, para avaliagdo do comportamento simultaneo de trés fatores em dois niveis: relagcdo do volume
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de 4gua e solvente extrator, adicdo de sal e solvente extrator. O processo de otimizacao seguiu 0
planejamento fatorial respeitando os fatores e niveis estabelecidos. As andlises foram realizadas
em duplicata.

Na Tabela 1 esta apresentado o planejamento fatorial 23. Foram realizados experimentos
utilizando a fruta inteira (casca e polpa), a fim de se verificar a presenca de carbaril nas duas

partes da fruta.
Tabela 1. Planejamento fatorial 23 realizado para estabelecer melhores condi¢c8es para extracédo de
carbaril em amostras de banana.

Fatores Fatores Originais

Ensaios Codificados _

F(1) F(2) F@B) (1) Relacdodo (2) Adicdo NaCl (3) Solucéo

volume de agua (%m/m) Extratora
e extrator

1 - - - 11 0 ACN
2 + - - 1:2 0 ACN
3 - + - 11 15 ACN
4 + + - 1:2 15 ACN
5 - - + 1:1 0 ACN/ACE
6 + - + 1:2 0 ACN/ACE
7 - + + 11 15 ACN/ACE
8 + + + 1:2 15 ACN/ACE

Fonte: TEOFILO e FERREIRA, 2006

Seletividade e aplicabilidade do método ESL-PBT proposto para casca e polpa de banana

A seletividade do método foi comprovada por comparacdo dos cromatogramas obtidos a
213 nm de extratos de banana fortificadas, com os extratos de amostras livres de carbaril (Figura
1). Todas as extragdes (branco e extrato fortificado) foram realizadas em triplicata.

Verifica-se na Figura 1 que a amostra de banana livre de carbaril, ndo apresentou
interferentes nos mesmos tempos de retengéo do agrotoxico. Sendo assim o método ESL-PBT na
andlise de carbaril em apresenta seletividade. A seletividade na aplicacdo de uma técnica é
extremamente importante, pois a linearidade, a exatidao e a precisdo da técnica, dependem

exclusivamente desse fator.

Figura 1: Comparacgéo dos dois cromatogramas do extrato de banana, isenta de carbaril (_ ) e fortificado com 5
mg L-1 de carbaril (_).
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Fonte: Os autores.

Com o intuito de verificar a aplicabilidade do método ESL-PBT em matrizes de banana

uma curva analitica foi construida (Figura 4) utilizando o padrdo carbaril em acetonitrila nas
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concentracdes 0,1 mg L-1, 0,5 mg L-1, 1 mgL-1,2mg L-1,5mg L-1, e 10 mg L-1 e a equacgdo da
reta obtida foi y=471718x-45334 com coeficiente de correlacdo de 0,9953 indicando a linearidade
da resposta do detector na faixa de concentracao estudada.

A porcentagem meédia de recuperacdo do carbaril em banana utilizando a ESL-PBT foi
111,4% com coeficiente de variacdo, também chamado de desvio padrdo relativo, de 3,05%.
Conforme estabelecido no guia SANTE/ 11945/2015, importante Guia para controle de qualidade,
otimizacéo e validacdo para processos envolvendo analises de residuos, recuperacfes de 70 a
120% séo aceitaveis para extracao de agrotoxicos.

Otimizacdo das variaveis do planejamento fatorial utilizando o método ESL/PBT para
extracao de carbaril em banana

No processo de otimizacdo do método foi empregado um planejamento fatorial completo
23, para avaliagdo do comportamento simultdneo dos trés fatores listados na Tabela 1. Os
resultados das combina¢cBes dos fatores foram registrados para analise e interpretacdo em
planilhas eletrbnicas construidas no Excell® disponibilizadas pela Universidade de Campinas
(UNICAMP). Os resultados do planejamento fatorial sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados do planejamento fatorial

%%‘ Planejamento Fatorial Completo 2° LK
[rrre AT,
Identificagao: Data: 1110712018
Ensaios N° Rep. Respostas das repeticoes Meédias Varidancias Efeitos Erros t(8) 2]
1 2| 99,10 | 106,84 102,97 29,9538' SG Meédia 1064 * 0831 128056 1 546E-14
2 2| 109,45 | 106,90 108,18  3,25125| 1 2188 % 1,662 1,316149 02245826
3 2| 103,00 | 101,60 102.3 0,88 2 -248% 1662 1492137 01740073
4 2| 103,28 | 107,12 105,2 7,3728 3 3513+ 1662 2113359 00675195
5 2| 105,12 | 112,85 108,99| 29.87645| 12 4473 1662 0,705456 05005485
[ 2| 109,00 | 112,00 110,5 4,5 13 -1,865 %+ 1,662 1,122111 02943623
T 2| 104,78 | 109,30 107,04| 10,2152 23 0657 + 1662 0395597 07027426
8 2| 105,11 | 107,23 106,17 2,2472 123 -002* 1,662 0012033 09906937
Variancia das observagoes individuais —| 11.04959 Nivel de significénciaa 0,05 ::[
Varidncia dos efeitos —| 2 762397
Erro dos efeitos —- R E-Tr iR ﬂ;g—@-

Fonte: UNICAMP

Para verificacdo da significancia dos dados apresentados na Tabela 3, foi aplicado o teste t
de t-student ao nivel de 95% de confianca e 5% significancia. A fim de selecionar o melhor ensaio
para determinacgéo e quantificacdo desse agrotdxico na matriz investigada é de importante discutir
cada fator no processo.

Observando-se a relagdo do Fator 1 Relagédo do volume de 4gua e solucdo extratora (1:1
ou 1:2), foi verificado que elevando o volume de solvente extrator para 4 mL houve um aumento
de recuperacao do carbaril de 2,188%. Maiores volumes de solvente extrator podem facilitar a
migracdo dos agrotoxicos para a fase orgéanica.

A adicdo de NaCl ao sistema foi o fator que diminuiu as porcentagens de recuperacéo,
com o aumento da forga idnica do sistema, observou-se uma diminui¢do de 2,48% na eficiéncia
da extracdo. Com relacdo a solucdo extratora, observou-se que nos ensaios em que foram
empregados a mistura acetonitrila: acetato de etila (81,25: 18,75) obteve-se um aumento da
extracdo do carbaril em 3,513%. Resultados semelhantes foram obtidos na determinacdo de
agrotéxicos em tomates realizada por Pinho et al, 2010 quando empregou a combinacéo de dois
solventes. Entretanto, esse aumento ndo é estatisticamente significativo.

Como as médias de recuperacdo estatisticamente ndo diferem entre si, optou-se por

utilizar apenas a acetonitrila, uma vez que ela é mais soluvel em agua e facilita a particdo a baixa
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temperatura em funcé@o do baixo ponto de fuséo (-45 °C). Assim, 0 ensaio 2, com eficiéncia de
extracdo de 108,18%, com o Fator 1 (Relagdo do volume de agua e solucdo extratora de 1:2),
utilizando portanto um volume de 4gua de 2 mL e de solvente de 4 mL; Fator 2 (sem adicdo de
NaCl) e Fator 3 (ACN como solvente extrator) foram escolhidos para dar continuidade ao trabalho.

A técnica ESL/PBT aplicada e otimizada na determinacdo de carbaril em matrizes de
banana é aplicavel, simples e eficaz, consumindo pequenas quantidades de solventes e amostras,
com porcentagens de recuperacdo dentro da faixa aceitavel e recomendavel por érgdos como
ANVISA e Guia SANTE. Verificou-se que em todos 0s ensaios 0s resultados das porcentagens de
recuperacao ficaram entre 70 a 120%. Porcentagens de recuperacdo acima de 100 % indicaram
um possivel efeito de matriz na extragdo do agrotdxico na matriz banana. Estudos posteriores
poderdo elucidar quais compostos da banana podem estar interferindo na extra¢cao ou na resposta
cromatogréfica.
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