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RESUMO

A ampla aplicagédo do agrotoxico carbofurano em culturas de cana-de-agucar e sua elevada toxicidade
tornam essencial a busca de novos métodos de preparo de amostras para andlise desse agrotdxico nessa
cultura. Procurou-se nesse trabalho otimizar a extragédo sélido-liquido com particdo a baixa temperatura (ESL-
PBT) para determinagéo de carbofurano em amostras de cana-de-agucar. A técnica ESL-PBT é uma técnica
simples que apresenta vantagens em relagdo as demais técnicas de extracdo. Para tanto, foi realizado um
planejamento fatorial 2° para estudar o comportamento simultaneo de trés fatores em dois niveis. Posterior a
etapa de particéo, para separagao, identificagdo e quantificacdo de carbofurano foi analisado o sobrenadante
utilizando-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultravioleta (CLAE-UV). O método é
eficiente para a extracdo do carbofurano em cana-de-aclcar com porcentagens de recuperacao acima de
73,0%. ApOs otimizacdo, aplicou-se a técnica em amostras reais de cana-de-aglcar da regido de ltumbiara-
GO, Brasil. Nao foram encontrados residuos de carbofurano nas amostras analisadas ou esses ficaram abaixo
do limite de detecgcédo. A técnica ESL-PBT otimizada para a cana-de-aglcar se mostrou simples e eficiente,
sendo uma metodologia econdmica, consumindo uma pequena quantidade de amostra e solvente extrator.

Palavras-chave: Analise de agrotoxicos; ESL-PBT, Cana-de-A¢ucar.
ABSTRACT

The broad application of cabofuran pesticide in sugar-cane cultures and its high toxicity makes it
essential a search for new methods of preparing the samples to analysis of this pesticide in this culture. This
work tried to optimize the solid-liquid extraction technique with low temperature partitioning (SLE/LTP)
to determine the carbofuran in samples of sugar cane. The SLE/LTP technique, is a simple technlque that
shows advantages regarding other extraction techniques. Being so, a factorial experimental design 2° was
created to study the simultaneous behavior of three factors in two levels. After this stage of split, to split,
identification and qualification of carbofuran was analyzed the supernatant using the high efficiency of
liquid chromatography with ultraviolet detector (HPLC/UV). The method ‘s efficient to the extraction of
carbofuran from sugar cane with percentages of recovery over the 73,0 %. After optimizing, the technique was
applied in real samples of sugar cane in the region of ltumbiara-GO, Brazil. No carbofuran residues were found
in the analyzed samples or they were below the detection limit. The SLE/LTP technique optimized to sugar
cane, showed to be simple and efficient, being a economic method, consuming a little amount of sample and
solvent extractor.

Keywords: Pesticides analysis; SLE/LTP; sugar cane.
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A legislacdo define agrotéxicos e afins,
como produtos e agentes de processos fisicos,
quimicos e biolégicos, destinados a utilizacao
nos setores de produgcdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas nativas ou
implantadas em outros ecossistemas, ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade
seja alterar a composicao da flora e da fauna a
fim de preserva-las da agdo danosa de seres
vivos considerados nocivos (Goias, 2016).

Os agrotoxicos podem ser classificados
em inseticidas (controle de insetos), fungicidas
(controle de fungos), herbicidas (combate as
plantas invasoras), fumigantes (combatem as
bactérias do solo), algicida (combate algas),
avicidas (combate a aves), nematicidas (combate
aos nematoides), moluscicidas (combate aos
moluscos), acaricidas (combate aos &caros),
além de reguladores de  crescimento,
desfoliantes (combate as folhas indesejadas) e
dissecantes (Baird, 2006; Silva; Fay, 2004).

A classe dos inseticidas subdivide-se em:
organoclorados, organofosforados, carbamatos e
os piretrdides. Os carbamatos sdo compostos
que apresentam em comum a estrutura
fundamental do acido N-metilcarbdmico como,
por exemplo, carbaril, carbofurano e aldicarbe.

Segundo a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o Carbofurano
(2,3-dihidro-2,2dimethylbenzenofuran-7-
ylmethylcarbamate) (Figura 1) pertence a classe
quimica dos carbamatos, classificado como
inseticida, cupinicida, acaricida e nematicida,
pertencente a classe toxicoldgica |, considerado
como extremamente téxico. E autorizado para as
culturas de algodado, amendoim, arroz, banana,
batata, café, cana-de-aclcar, cenoura, feijao,
fumo, milho, repolho, tomate e trigo, sendo que
seu Limite Maximo de Residuo (LMR) é de 0,1
mg/Kg para a cultura de cana-de-agucar e a taxa
de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) é de 0,002
mg/kg p.c. (Brasil, 2016).

Figura 1: Estrutura quimica do Carbofurano

De acordo com o Departamento
Intersindical de  Estatistica e  Estudos
Socioeconémicos (DIEESE, 2007), o Brasil é o
maior produtor mundial de cana-de-agucar e o
principal pais do mundo a implantar, em larga
escala, um combustivel renovavel alternativo ao
petréleo. O Brasil também é o maior exportador
mundial de acucar e alcool, sendo esta
considerada grande fonte de arrecadacido de
impostos nacional.

O Estado de Goias, localizado no Centro-
Oeste brasileiro, tem-se destacado como uma
nova area de expansao para o cultivo da cana-
de-agucar, sendo este favorecido por apresentar
o clima tropical adequado para a producao,
necessitando apenas de duas estagdes, a quente
e umida (CONAB, 2016).

O estado também apresenta como area
estratégica para o avango do cultivo da cana-de-
acucar, por ter a fertilidade de seus solos
passiveis de correcao, por possuir terrenos com
declives aceitaveis para a mecanizagao, possuir
grande recurso hidrico, além de ter
disponibilidade de mao-de-obra para as colheitas
manuais (Camargo, 2009).

A matéria-prima esté4 espalhada por 168
municipios goianos, que sao abrangidos pelas
cinco Mesorregides Geograficas definidas pelo
IBGE (Silva; Ledo; Pasqualetto, 2015).

O setor sucroalcooleiro na regidao do
municipio de ltumbiara-GO, assim como em todo
o pais, vem crescendo de forma acelerada.
ltumbiara localiza-se no interior do estado de
Goias, na divisa com o estado de Minas Gerais.
Segundo o Censo do IBGE (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica), em 2010 o numero
populacional na cidade foi de 92.883, e
apresentou uma estimativa de 101.544 em 2016,
e sua drea territorial é de 2.464,510 km® O
municipio apresenta usinas sucroalcooleiras que
produzem acucar e alcool, além de empresas
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produtoras de 6leos, lacteos, processamento de
cereais e diversas outras areas que possibilitam
a utilizagao de agrotoxicos (IBGE, 2017).

Dados apresentados pela Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB), se
comparado com a producdo de cana-de-agucar
do Brasil, o estado de Goids ocupa o0 segundo
lugar, com 9,9%. Na safra de 2015/2016 o
estado ficou em quarto lugar, com 5,7% em
relagdo a produgao de agucar e o segundo lugar
em relagao a producao de alcool, sendo o estado
de Sado Paulo o maior produtor nacional
(CONAB, 2016).

Com a ampliacao das areas de agricultura
sem o planejamento do territério, aumentaram-se
os impactos causados pelo uso dos agrotéxicos
sobre o ambiente, contribuindo assim para a
poluicdo do ar, do solo, das aguas e a
intoxicagdo dos homens e animais (Ismael et al.,
2015).

Para que se garanta uma safra produtiva,
0s produtores precisam investir na utilizacao de
agrotoxicos para que possa eliminar possiveis
pragas, ervas daninhas e fungos que podem
provocar perdas em suas lavouras.

O uso de herbicidas de diferentes grupos
quimicos na cultura, tanto em pré como em poés-
emergéncia, constitui pratica comum no manejo
das plantas daninhas presentes no canavial
(Costa et al., 2004). Uma das classes de
agrotéxicos muito utilizados como praguicidas,
sao o0s carbamatos, devido sua eficiéncia,
facilidade de sintese e baixo custo (Morais et al.,
2013).

Varias técnicas estao disponiveis para a
deteccao de agrotoxicos em alimentos, todavia, a
maioria dos procedimentos gera residuos
quimico e consequentemente, grande impacto
ambiental. A busca por métodos de anadlise
rapidos e eficientes para determinar residuos de
agrotdxicos deve ser estimulada tanto sob o
ponto de vista ambiental, toxicologia analitica e
area forense (Passagli, 2009). Recentemente, as
técnicas para andlise de residuos de agrotéxicos
em alimentos evoluiram significativamente em
termos de simplificacdo, minimizacdo e melhoria
de extracao e purificagdo das amostras.

Entre estas técnicas incluem a extragéao
em fase solida (Sharif, 2006; Abhilash, 2007),
microextracdo em fase solida (Sanusi et al.,
2004; Vazquez et al., 2008), ionizacdo por
pulverizagdo de papel e pulverizacao de folha
(Pereira et al., 2016) e extracdo com fluidos
supercritico e dispersao de matriz em fase sélida

(Ahmed, 2001; Souza et al., 2013).

Arcanjo (2009) realizou um trabalho para
avaliar o agrotéxico Mancozeb® no solo de um
sistema convencional de plantio de tomate
utilizando a metodologia de decomposicdo dos
ditiocarbamatos (DTCs) com geracdo de
dissulfeto de carbono (CS,). Os resultados foram
preocupantes, pois, foi encontrado residuos do
agrotéxico no sistema convencional e a
pulverizacao é realizada sem nenhum controle.

O método utilizado pela Agéncia Nacional
de Vigilancia  Sanitaria  (ANVISA) para
determinagao de agrotdxicos em alimentos, é o
método QUEChERS (Prestes; Adaime; Zanella,
2011; Lozowicka et al., 2016). E um método
multirresiduo, porém, laborioso, se comparado a
outros métodos de analise. Este método ja foi
aplicado em amostras de mel da cana-de-agucar
(Sampaio, 2015) e cebola (Rodrigues, 2011).

Outra técnica que tem sido utilizada e
desenvolvida com sucesso para determinagédo de
agrotéxicos em alimentos que apresentou 6timos
resultados, é a técnica Extracdo Solido-Liquido
com Particdo em Baixa Temperatura (ESL/PBT).
O método de Extragao Liquido-Liquido (ELL) e a
Soélido-Liquido (ESL) com Particdo em Baixa
Temperatura (PBT) é simples e mostrou-se
eficiente na extragao e andlise de agrotoxicos em
matrizes como tomates (Gevany et al., 2010),
morango (Heleno et al., 2014), alface (Costa et
al., 2015), cenoura (Arauvjo et al., 2015), abacaxi
(Morais et al., 2014), alho (Moreno et al., 2012),
batata (Rigueira et al., 2013; Dardengo et al.
2011), manteiga (Marthe et al., 2010), mel (Tette
et al.,, 2016), milho (Freitas et al.,2014), solos
(Assis et al.,, 2011; Goulart et al.,, 2016) agua
(Vieira; Neves; Queiroz, 2007), leite (Goulart et
al., 2008), carne bovina (Silva, 2008), ovos de
jacaré (Sousa et al., 2014) e lodo de esgoto
(Barbosa et al., 2014; Maia et al., 2017)
apresentando vantagens em relacdo as demais
técnicas de extracdo. Poucos estudos sobre o
desenvolvimento de metodologias analiticas para
a determinagdo de agrotoxicos em cana-de-
acucar tém sido publicados nos ultimos anos
(Sampaio et al., 2013).

No entanto, ndo ha trabalhos realizados
com o uso da ESL-PBT para extracdo de
residuos de agrotéxicos na cana-de-agucar. O
método ¢é pratico, com numero de etapas
reduzido, alta  frequéncia  analitica e
principalmente com baixo consumo de amostra e
de solventes orgéanicos (Goulart et al., 2010).

Desta forma, o presente estudo teve
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como objetivo otimizar a técnica ESL-PBT para
determinagé@o e quantificacao de carbofurano em
amostras de cana-de-agucar e analise por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
detector Ultravioleta (CLAE-UV).

PARTE EXPERIMENTAL

Levantamento bibliografico sobre as areas
de plantio de Cana-de-agucar

Foi realizado um levantamento
bibliografico e solicitado junto a Secretaria
Municipal de Meio Ambiente da cidade de
ltumbiara-GO, as areas de plantio de cana-de-
acucar monitoradas no municipio, para que fosse
feito um processo de identificacdo de areas
plantadas, utilizamos também pesquisas em sites
de buscas, Google maps e IBGE (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica) para melhor
identificacdo das areas de plantio. Apds a
identificacdo, foram escolhidos os pontos de
coleta entre os municipios de ltumbiara e regiao
onde localizam-se os canaviais que abastecem
as usinas da regiéo.

Reagentes e Solucodes

Os reagentes utilizados foram acetato de
etila (99,5% v/v), acetonitrila, grau HPLC (99,5%
v/v) adquiridos da J.T. Baker e cloreto de sodio
(99,5% m/m) adquiridos da Isofar.

Solucéo padrao estoque na concentracao
de 100,0 mg L' de carbofurano, foi preparada
pela solubilizagdo do padrédo de carbofurano
(99,0 m/m) adquirido da Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha) em acetonitrila e
armazenada em freezer.

Os solventes acetonitrila e acetato de etila
foram empregados como extratores.

Coleta das amostras de cana-de-acucar

As amostras de cana-de-aglUcar foram
coletadas no més de fevereiro de 2016 em dois
pontos do canavial localizado as margens da BR-
452 ligando as cidades de Iltumbiara-GO e
Cachoeira Dourada-GO. Esse canavial pertence
as duas maiores usinas de cana-de-agucar da
regido. Apos a coleta das amostras, as mesmas
foram imediatamente encaminhadas para o
Laboratério de Andlise Instrumental do Instituto
Federal de Goias — Campus Itumbiara (IFG-
ltumbiara), onde foram preparadas.

Planejamento fatorial completo

Foi empregado um planejamento fatorial
completo 2% para avaliagdo do comportamento de
trés fatores: (1) tempo de agitacdo em vértex
(t=30s ou t=60s), (2) adicdo de sal (sem ou com
1,5% de NaCl) e (3) solvente extrator (acetonitrila
— ACN ou a mistura acetonitrila:acetato de etila —
ACN/ACE 81,25:18,75). Os trés fatores foram
analisados em dois niveis e as andlises foram
realizadas em duplicatas. Os dados do
planejamento fatorial s&o apresentados na
Tabela 1.

<TABELA 1>
Condicoes cromatograficas

As seguintes condi¢cdes cromatograficas
foram ajustadas para determinacdao de
carbofurano por CLAE-UV: Coluna Kinetex 5 um
EVO C 18 - 150 X 4,6 mm; fase movel (modo
isocratico): agua purificada: acetonitrila 65:35 v:v;
vazado da fase mével: 0,8 mL min '; temperatura
da coluna: 35°C; volume de injecdo 20uL e
pressao: 67 Kgf. Detector Ultravioleta (UV) (A:
195 nm) faixa espectral de maxima absorcao de
carbofurano.

Preparo dos padrées analiticos

Uma solugdo padrao estoque na
concentracdo de 100,0 mg L™ de carbofurano foi
preparada em acetonitrila grau HPLC e
armazenada em freezer. A partir da diluicdo da
solucdo estoque obteve-se uma solugcao padrao
de trabalho na concentragdo de 5 mg L™ e assim,
diluindo e obtendo os padrées nas
concentracdes de: 0,1 mgL”", 0,5mgL", 1 mgL
2mgL",3mgL", 4mgL'e5mglL".

Otimizacao da técnica ESL-PBT em cana-
de-acucar

Para o ensaio experimental, foi utilizada a
técnica ESL - PBT, seguida de andlise em CLAE-
UV, conforme metodologia proposta por Goulart
et al (2010). Amostras de cana-de-agucar isentas
de agrotdxicos foram previamente lavadas,
descascadas, trituradas em mixer. Apos, 1,0000
g da amostra foram colocadas em frascos de
vidro transparente (22 mL) e fortificadas com 2uL
de solugao-padrao de carbofurano a 5,0 mg L' e
homogeneizadas. As amostras fortificadas (na
presenca e auséncia de sal) foram
acrescentadas agua (2 mL) e solventes extrator
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na mesma proporgao (1:2). O sistema foi agitado
em vortex e as amostras resfriadas a -20 °C no
minimo 3 horas. Apéds este intervalo, foi retirado
1,0 mL da fase organica (sobrenadante) e
colocadas em vial para analise cromatografica.
Todos o0s ensaios foram reproduzidos em
duplicatas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com Rodrigues (2016) o cultivo
de cana de acucar & um dos cultivos de maior
producédo no estado e tem ganhando importancia
e destaque nos ultimos anos em Goias.

A Figura 2 apresenta a area de cultivo em
hectares de cana de agucar em ltumbiara-GO.

Rumbiara
35900 (Hectares)

Figura 2. Area de cultivo de cana de agticar em

Itumbiara-GO
Fonte: http://cidades.ibge.gov.br.

Curva analitica

Uma curva de calibracdo foi construida
utiizando-se padrdes de carbofurano nas
concentracdes 0,1 mg L' a 50 mg L' e a
equacao da reta obtida foi y=317648x-15681
com coeficiente de correlacdo de 0,9928,
indicando a linearidade da resposta do detector.
Na Figura 3 esta apresentando a curva analitica
do carbofurano.

Analise cromatografica

A Figura 3 apresenta um cromatograma
com as solugcbes do padrdao de carbofurano de

0,imgL",05mgL,1mgL",2mgL", 3mgL
'"4mgL"e5mgL" em um extrato obtido da
cana-de-agcucar com tempo de retencao
aproximadamente de 5,245 minutos.

<FIGURA 3>

Otimizacao da Técnica ESL-PBT

A otimizagao da ESL-PBT do carbofurano
na matriz cana-de-agucar foi realizada
obedecendo aos fatores e niveis estabelecidos
no planejamento fatorial 2° como descritos na
Tabela 1. Em todos os ensaios foram alcangadas
porcentagens médias de recuperacao aceitaveis
ficando dentro da faixa de 70 a 120% conforme
sugerido pelo “European Commission” no guia
SANTE/11945/2015. O teste estatistico de
significaAncia das porcentagens médias foi
realizado por meio do teste t ao nivel de 5% de
significancia e 95% de confianca. A realizacédo
dos ensaios em duplicada proporcionou a
determinagédo da recuperagdo média, os efeitos
de cada um dos fatores analisados, o erro
experimental e ainda a interacdo entre eles. Na
Tabela 2 é apresentada a andlise estatistica das
porcentagens médias de recuperacao obtidas
aplicando o planejamento fatorial 2°.

<TABELA 2>

Como pode ser observado na Tabela 2
apenas o fator (2), adicdo de NaCl, foi
estatisticamente significativo apresentando p-
valor < 0,05 (Tedfilo; Ferreira, 2005). Assim
sendo, verifica-se que ao acrescentar 1,5% m/v
de forca ibnica ao sistema, ocorre uma
diminuicdo de 2,64% na porcentagem de
recuperacao do carbofurano na matriz analisada.
Como os fatores tempo de agitacdo e solucao
extratora nao apresentaram diferenca
estatisticamente significativa no processo de
extracdo, para o prosseguimento do trabalho,
optou-se pela utilizacdo do ensaio 1, do
planejamento fatorial, que apresenta o menor
tempo de agitacdo, auséncia de forgca ibnica e a
utilizacdo de apenas um solvente o que torna o
método mais pratico, rapido e econémico.

Andlise de carbofurano em amostras de
cana- de-acucar.

No planejamento fatorial 2% verificou-se
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que, de acordo com os resultados obtidos, que
as melhores condigbes do planejamento foram
avaliadas ndo somente em funcdo da
porcentagem de extracdo, mas com relagédo a
praticidade e frequéncia analitica. Foi possivel
constatar que nao houve interagdo entre os
fatores nos niveis estudados. Todos o0s ensaios
propostos pelo planejamento fatorial
apresentaram taxas de recuperacao
semelhantes, ndo apresentando uma variancia
significativa para determinar a  melhor
metodologia, sendo assim, a escolha foi feita
levando em consideragao questées de economia
de solvente extrator e praticidade (Tabela 2). O
ensaio 1 foi escolhido para dar sequéncia ao
trabalho, utilizando-se os seguintes niveis: em
cada frasco foram adicionados 4,00 mL de
acetonitrila. Essa solucdo foi mantida em
agitacdo mecanica, em vértex por 30 segundos e
ndao houve a adicdo de sal. Essas amostras
foram deixadas em freezer a aproximadamente -
20 °C por 12 h. As condigbes cromatograficas
foram: tempo de corrida de 7 minutos; fase movel
formada por agua purificada e acetonitrila na
proporcdo 65:35, fluxo da fase mével de 0,8
mL/min, temperatura do forno da coluna de 35 °C
e detector ultravioleta a 195 nm.

Aplicacdo da técnica otimizada em amostras de
cana-de-acucar

As amostras de  cana-de-agucar,
coletadas e processadas conforme
anteriormente, foram analisadas em duplicatas, a
técnica otimizada.

Nao foi detectado a presenca de
carbofurano em amostras de cana-de-aglcar
dentro da faixa de deteccdo do meétodo e do
aparelho. O cromatograma das analises em
duplicata, da amostra 1 é apresentado na Figura
4. Observa-se na figura que nenhum pico foi
identificado no tempo de retengcdo do
carbofurano, isso foi valido para todas as
amostras de cana analisadas.

<FIGURA 4>

CONCLUSOES:

A técnica ESL-PBT otimizado se mostrou
eficiente para a extracdo do carbofurano em
cana-de-agucar com um nivel de recuperacao
dentro dos limites aceitaveis, de 73,0%. As
amostras analisadas de cana-de-agucar da

regido de ltumbiara ndo apresentaram residuos
de carbofurano ou as concentracdes de
carbofurano nas amostras analisadas ficaram
abaixo do limite de detecgcdo no método ESL-
PBT e HPLC-UV.

A ESL-PBT é técnica de extragdo mais
barata, rapida, pratica e com utilizacdo de baixa
quantidade de solventes, além disso, é indicada
para andlise de carbofurano em cana-de-agucar
assim como em outras matrizes ja testadas.
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Tabela 1. Planejamento fatorial completo 2°, em duplicata, realizado para estabelecer
melhores condigcbes para extracao de carbofurano em amostra de cana-de-acgucar

Fatores S
Ensaios - Codificados Fatores. (?rlglnals —
Replicatas F(1) F(2) F(3) (1) Tempo (2) Adicdo NaCl (3) Solugéo
Agitacao (s) (Yom/v) Extratora
1 1e2 - - - 30s 0 ACN
2 3ed .- 60s 0 ACN
3 Seb - + - 30s 1,5% ACN
4 7e8 N ; 60s 1,5% ACN
5 9e10 - - + 30s 0 ACN/ACE
6 11el2 + - + 60s 0 ACN/ACE
7 13e 14 - + 30s 1,5% ACN/ACE
8 15e 16 + + 60s 1,5% ACN/ACE
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Tabela 2. Andlise estatistica das porcentagens de Recuperacdo média obtidas
aplicando o planejamento fatorial 2°.

Fatores Efeitos Erros p-Valor
Recuperacéo Média 73,38 + 0,51 6.10"°
(1) Tempo de Agitagao -0,99 + 1,02 0,36
(2) Adicao NaCl -2,64 + 1,02 0,03

(3) Solucao Extratora 1,74 + 1,02 0,13
Interacdo Fator 1x2 0,40 + 1,02 0,70
Interacédo Fator 1x3 2,17 + 1,02 0,07
Interacao Fator 2x3 -2,06 + 1,02 0,08
Interacédo Fator 1x2x3 1,12 + 1,02 0,30
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