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RESUMO

O acucar cristal € um dos produtos mais consumidos em todo o Brasil. Este produto resulta do
caldo da cana-de-acucar seguido de varios processos de cozimento. No cultivo da cana-de-
acucar, sao utilizados vaérios tipos de implementacdo agricola e diversos produtos quimicos
como, por exemplo, agrotdxicos. Um dos agrotoxicos mais utilizados no processo de cultivo da
cana-de-acucar é o fipronil. Somente no estado de Goias, foram utilizadas mais de 198 toneladas
deste principio ativo. Apesar dos Varios processos industriais que ocorrem na producdo do
acucar cristal, residuos de fipronil podem chegar até o produto final e isso ocorre devido as
propriedades fisico-quimicas do fipronil. Desta forma, esta pesquisa tem como objetivo
otimizar e validar um método analitico que seja capaz de identificar e quantificar o principio
ativo fipronil em amostras de agucar cristal. O método escolhido foi a extracdo soélido-liquido
com particdo a baixa temperatura seguida de analise em cromatdgrafo a liquido de alta
eficiéncia. O método analitico escolhido tem apresentado 6timos resultados em varios tipos de
matrizes para diferentes principios ativos. Apos a validacdo do método, amostras de agucar
foram coletadas em comércios localizados no municipio de Itumbiara— GO e Bom Jesus — GO
para verificar se existe contaminacao por fipronil nas amostras analisadas. Para otimizacdo do
método foi empregado o Planejamento fatorial 22, no qual foi possivel obter taxas de
recuperacdo, do fipronil, na matriz acucar, de 91,04%. Para certificacdo da confiabilidade do
método, alguns parametros foram avaliados como a linearidade onde obteve-se coeficiente de
determinacdo (R?) acima de 0,99, limite de deteccdo (LD) de 0,02 mg kg? e limite de
quantificacdo (LQ) de 0,07 mg Kg™. Considerando os valores obtidos nos referentes pardmetros
somados ao desvio padrao relativo (DPR) em uma faixa inferior a 20%, € possivel afirmar que
0 método ESL-PBT € preciso e exato, sendo aplicavel para determinacdo de fipronil em
matrizes de agUcar.

Palavras-chave: Determinacdo de Fipronil; Extracdo Sélido-Liquido com Particdo a Baixa

Temperatura; anélise em agucar.



ABSTRACT

Crystal sugar is one of the most consumed products throughout Brazil. This product is derived
from sugarcane juice followed by various cooking processes. In sugarcane cultivation, various
types of agricultural implements and chemical products such as pesticides are used. One of the
most commonly used pesticides in the sugarcane cultivation process is fipronil. In the state of
Goias alone, over 198 tons of this active ingredient were used. Despite the various industrial
processes involved in crystal sugar production, residues of fipronil can end up in the final
product due to the physicochemical properties of fipronil. Therefore, this research aims to
optimize and validate an analytical method capable of identifying and quantifying the active
ingredient fipronil in samples of crystal sugar. The chosen method was solid-liquid extraction
with low-temperature partitioning followed by high-performance liquid chromatography
analysis. The chosen analytical method has shown excellent results in various matrix types for
different active ingredients. After method validation, sugar samples were collected from
businesses located in the municipalities of Itumbiara - GO and Bom Jesus - GO to verify if there
is fipronil contamination in the analyzed samples. For method optimization, a 22 factorial
design was employed, and it was possible to obtain fipronil recovery rates in the sugar matrix
of 91.04%. To certify the method's reliability, certain parameters were evaluated, such as
linearity, which resulted in a coefficient of determination (R?) above 0.99, a detection limit (LD)
of 0.02 mg kg%, and a quantification limit (LQ) of 0.07 mg kg™*. Considering the values obtained
for these parameters, along with the relative standard deviation (RSD) within a range of less
than 20%, it can be stated that the SLE-LTP method is precise and accurate, making it
applicable for determining fipronil in sugar matrices.

Keywords: Fipronil determination; Solid-Liquid Extraction with Low-Temperature Partitioning;

sugar analysis.
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1.  INTRODUCAO

O acucar € um ingrediente indispensavel para uma variedade de produtos como balas,
iogurtes, refrigerantes, bolos, pées, etc. O acUcar esta presente na vida do ser humano desde a
Antiguidade, quando ainda no século X, no Oriente Médio, mais especificamente no Egito,
onde através da extracdo do caldo da cana-de-aclcar, foram desenvolvidos métodos de
clarificacdo e cozimento para obtencdo de um agucar de alta qualidade (MACHADO, 2003).
Atualmente, os meios para producao e obtencdo do actcar modernizaram-se, visando atender
uma grande demanda. Para isso, existem as usinas sucroalcooleiras, que cultivam a prdpria cana
se responsabilizando também pela colheita. Segundo a Unica (2022), a quantidade de cana-de-
acucar processada na safra de 2021/22 foi de 521,67 milhGes de toneladas, enquanto a
quantidade de acucar produzido foi de 32,029 milhdes de toneladas processadas, somente no
centro-sul regido que ocupa cerca de 25% do territorio nacional brasileiro (FREITAS, 2022).

Sendo a principal matéria prima para a producao de agUcar, etanol e aguardente, a cana-
de-acucar é uma planta pertencente ao grupo de espécies gramineas perenes altas, conhecida
por algumas de suas caracteristicas, como caule de formato cilindrico, coberto por folhas verdes
e grandes, que podem alcancar até seis metros de altura (TORRES, 2021). A cana-de-agucar se
adapta bem a climas tropicais e, por ser plantada ao ar livre, estd exposta a danos provenientes
de algumas pragas, tais como a broca da cana-de-acucar, cigarrinha, bicudo da cana, broca
gigante, cupins, entre outras pragas (CHINELATO, 2021). Para que haja o controle do
rendimento e produtividade da cana-de-acUcar, esta cultura necessita de manejo adequado e
implementacdo agricola, tais como a aplica¢do de agrotoxicos. No mercado, sdo encontrados
varios agrotoxicos autorizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA,
sendo o agrotdxico fipronil um dos mais utilizados.

O fipronil atua blogueando a transmissdo nervosa mediada por neurotransmissores
inibitdrios, tais como o acido gama-aminobutirico (GABA), no sistema nervoso central dos
insetos, estimulando os neurénios de forma excessiva e levando o organismo alvo a morte por
hiperexcitacdo (TINGLE et. al., 2003). Em relacdo ao perigo aos organismos néo alvo, o fipronil
pode ser bastante perigoso, devido as suas propriedades fisico-quimicas, uma vez que o
principio ativo e seus metabolitos possuem afinidade por gorduras e isso facilita a penetracao
deste composto nas membranas celulares (GUO et al., 2018).

Segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
— IBAMA, no Brasil, em 2020, foram comercializadas mais de 2.000 toneladas deste principio

ativo. Ja no Estado de Goias, essa quantidade foi de pouco mais de 198 toneladas. Devido a sua
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alta eficiéncia, o fipronil é utilizado ndo somente na agricultura, mas também em Vvarios
produtos de uso doméstico (GUPTA; ANANDON, 2018).

Na elaboracdo e/ou otimizacdo de metodos analiticos, uma das etapas de maior
preocupacado e importancia € a extracdo da amostra (analito). 1sso porque é neste procedimento
que o analito de interesse seré extraido da matriz para ser analisado em diferentes equipamentos.
O método de extracdo sélido-liquido com particdo a baixa temperatura (ESL-PBT) tem sido
bastante empregado na elaboracdo de novos métodos na determinacdo de agrotdxicos, como
descrito nos trabalhos de Rodrigues et al. (2018), Costa et al. (2015) e Heleno et al. (2014). O
método é pratico, apresenta poucas etapas, dispensa a aplicacdo de filtros, além de ser
econdémico no volume de amostra e solvente extrator (GOULART, 2010; RODRIGUES et al.,
2018).

Desta forma, esta pesquisa teve como objetivo otimizar um método analitico que seja
capaz de identificar e quantificar o principio ativo fipronil em matrizes de agucar cristal. O
método de extracdo escolhido foi a ESL-PBT e as analises foram realizadas em um
cromatografo a liquido de alta eficiéncia. Além de otimizar o método, este foi validado e
aplicado em amostras de acUcar que foram coletadas em Itumbiara e Bom Jesus, municipios do

Estado de Goiaés.
1.1  Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral
o Esta pesquisa teve por objetivo otimizar e aplicar uma metodologia analitica,
empregando o método ESL-PBT, seguida de analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

para determinar e quantificar o agrotoxico fipronil em matrizes de agucar cristal.

1.1.2 Objetivos Especificos

o Identificar a importancia da cana-de-agUcar para producdo de alimentos;
o Expor a ac¢do do principio ativo do fipronil para organismos alvos e ndo alvos;
o Estudar e avaliar quais os fatores que influenciam na extrag&o do fipronil nas

matrizes de agucar, empregando um planejamento fatorial 22, para extracdo do fipronil em

amostras de agucar;
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o Otimizar as condi¢bes cromatogréficas, para identificar e quantificar o
agrotoxico fipronil nas matrizes de agucar;

o Validar o método otimizado, observando pardmetros como seletividade,
linearidade, limite de deteccédo (LD), limite de quantificacdo (LQ), preciséo, exatidao e robustez
da metodologia otimizada;

o Verificar se os valores de LD e LQ atendem a faixa de valores estabelecidos para
0 Limite Maximo de Residuos (LMR);

. Ap0s a validacao, aplicar o método validado em amostras de aclcar coletadas

em supermercados localizados nas cidades de Itumbiara-GO e Bom Jesus-GO.

1.2 Justificativa

O agrotdxico fipronil é um composto muito utilizado no cultivo de cana-de-aglcar para
0 combate de varios tipos de pragas. Segundo o IBAMA, mais de 2.000 toneladas do principio
ativo foram aplicadas em todo o territério nacional no ano de 2020. Na literatura, foram
encontrados poucos trabalhos com objetivos semelhantes ao desta pesquisa, que € a
determinacdo de fipronil em amostras de agUcar cristal. Além disso, nenhum destes foi realizado
no Brasil. Como o fipronil é um agrotoxico muito utilizado e apresenta boa estabilidade sob
altas temperaturas, surge a preocupacao em verificar uma possivel contaminacdo do acucar
comercializado na regido de Itumbiara com este agrotdxico. Na literatura cientifica, existem
alguns métodos para identificacdo de agrotoxicos em varios tipos de matrizes, mas had uma
caréncia de metodologias descritas para esta determinacdo em acucar. Desta forma, a validacéo
de uma metodologia simples e economicamente vidvel para esta detec¢do de agrotoxicos em
acucar é de suma importancia. Além disso, a regido de Itumbiara-GO e Bom Jesus-GO
apresenta varias usinas sucroalcooleiras, produzindo parte do agucar comercializado nestes
municipios, justificando a relevancia da investigacdo da qualidade do agUcar produzido na

regiao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O consumo de agrotdxicos no Brasil

A utilizacdo de compostos para o combate de pragas em lavouras é muito antiga.
Algumas escrituras apontam o uso de sal, enxofre e varias plantas para o controle de doencas
em plantacdes (SPARKS, 2013). A modernizacdo do manejo na agricultura tem o0 seu avango
por volta da década de 50. A insercdo de maquinas agricolas e compostos organicos produzidos
especialmente para este fim proporcionaram um avan¢o na producdo de varios alimentos e
produtos oriundos da agricultura (MOSELEY; COLLEGE; PAUL, 2015).

O Brasil € um dos maiores produtores agricolas do mundo e, por conta disso, também
estd no topo da lista dos maiores consumidores de agrotoxicos do mundo. Segundo o IBAMA,
no ano de 2020, foram comercializadas mais de 685 mil toneladas de agrotoxicos em todo o
territorio nacional. Entre as regides de maior consumo esta a regido Centro-Oeste que, neste

mesmo ano, consumiu pouco mais de 237 toneladas de agrotoxicos (IBAMA, 2020).

2.2 Agrotoxico fipronil

Segundo a ANVISA, o uso de fipronil, no Brasil, iniciou-se em meados de 1994, sendo
utilizado como inseticida e acaricida, devido a sua alta faixa de toxicidade e eficiéncia no
exterminio de pragas foi introduzido no mercado brasileiro para combater pragas agricolas e
urbanas como moscas, pulgas, piolhos, baratas, formigas e pernilongos. O fipronil é conhecido
por diferentes nomes comerciais, dependendo do pais e do fabricante. Alguns exemplos de
nomes comerciais do Fipronil incluem:

o Frontline (ou Frontline Plus) - usado para controle de pulgas e carrapatos em

cées e gatos.

o Regent - utilizado em aplicagdes agricolas para controle de pragas em culturas
diversas.

o Termidor - inseticida utilizado para controle de cupins e formigas.

o Termifin - inseticida indicado no combate e controle de aranhas-marrons,

baratas, carrapatos, cupins, formigas e pugas.
o Combat - empregado em produtos para controle de baratas e formigas em

ambientes residenciais.
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o Fipronex - nome comercial utilizado em alguns produtos inseticidas.

Além da cana-de-acucar, Amaral (2005) destaca a utilizacdo do fipronil como
agrotoxico para diferentes culturas como batata, milho, algodao, arroz, soja, cevada e feijdo.
Segundo o IBAMA, a quantidade do agrotoxico fipronil comercializado no Brasil no ano de
2020 foi de 2.000,06 toneladas, representando um aumento de 93,1%, comparado ao ano de
2012, que somou um total de 1.068,60 toneladas em vendas nacionais, sendo o centro-sul
apresentando a maior taxa de comercializacdo desses produtos (IBAMA, 2020).

O fipronil pertence ao grupo quimico pirazol, seu nome quimico é 5-amino-1-[2,6-
dicloro-4-(trifluorometil)fenil]-4-[(trifluormetil)sulfinil]-1H-pirazol 3-carbonitrila, de formula

molecular C12H4CI2F6N40S, cuja formula estrutural é apresentada na Figura 1.

Figura 01 - Férmula estrutural do fipronil.

Cl
N CN
FSC N - .0
S
Cl NH, \CF

3

Fonte: IBAMA, 2019.

Em condicGes naturais, a 20°C, o fipronil se encontra em estado sélido como um pé fino,
branco e inodoro. Na tabela abaixo esta listada algumas das principais caracteristicas fisico-

quimicas do fipronil.



Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas do fipronil.

Propriedades Caracteristicas
Solubilidade em &gua 3,78 mg1*a20°C
Ponto de degradacéo 230 °C

Ponto de fuséo 203 °C

Presséo de vapor 0,002 mPa a 20 °C
Densidade 1,71 gml™?

Fonte: LEWIS, et al. 2016.

Normalmente, durante o processo de fabricacdo do agucar, o caldo de cana é aquecido
em torno de 105°C a 110°C, conforme o processo avanc¢a, dependendo do método e das
condicdes especificas de producdo a temperatura pode aumentar ainda mais, chegando a
aproximadamente 120°C a 130°C. Como observado, estas temperaturas nao atingem o ponto
de degradacéo do fipronil que é igual a 230 °C, o que pode indicar a existéncia deste principio
no caldo de cana-de-agUcar.

N&o hd muitas informac6es consolidadas a respeito da toxicidade do fipronil para
mamiferos. Alguns estudos relatam grau moderado de toxicidade para ratos, resultando em
mudancas comportamentais destes animais, quando expostos ao agrotoxico (BARROS;
FORMAGIO; KASSUYA, 2012). No solo, o fipronil pode ser persistente, o que significa que
pode permanecer ativo por periodos prolongados levando a um acimulo gradual no ambiente,
Segundo ZHU (et. al. 2004), em solo arenoso, o tempo de meia vida do fipronil pode chegar a
126 dias. Por ser um acaricida e inseticida, o fipronil pode ser toxico para as espécies de insetos
benéficos, microrganismos e outros pequenos animais que desempenham papéis importantes
no equilibrio do ecossistema do solo. Em ambientes aquaticos como rios, lagos e estuarios,
principalmente devido a sua persisténcia e capacidade de se acumular nos sedimentos, peixes e
outros organismos aquaticos podem ser expostos ao fipronil por meio de 4gua contaminada.

Segundo a ANVISA, para peixes, o fipronil é considerado altamente toxico para 0 meio
ambiente ocupando a classe toxicoldgica 1. GOMEZ (2009) destaca sintomas como
hiperexcitacdo, natagdo erratica, localizacdo na coluna de &gua e letargia em peixes expostos a
concentragdes que variam de 0,025 mg.L™? a 0,15 mg.L-1 deste agrotoxico. Os estudos de Ohi
et. al. (2004) mostram que concentragdes de 280 mg/ kg de fipronil reduzem em 67% o indice
de gravidez devido a efeitos prejudiciais no desenvolvimento de fetos de ratos de linhagem
albina da espécie Rattus norvegicus, Estes resultados podem indicar efeitos sérios no

desenvolvimento tanto de animais quanto de humanaos.
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Contudo, ainda n&o foi evidenciado um risco para a populacdo brasileira, considerando
0 tipo de contaminagdo ocorrida nos ovos na Europa, conforme demonstram os dados de

monitoramento disponiveis.

2.3 Limites méximos de residuos (LMR)

Os limites maximos de residuos sdo estabelecidos por cada pais por 6rgéos reguladores
e agéncias de seguranca alimentar em pesquisas cientificas. Estes 6rgdos tém como objetivo
proteger a saude publica e garantir a seguranca, qualidade e eficacia de produtos e servicos
relacionados a saude.

No Brasil, 0 6rgdo regulamentador responsavel por determinar o LMR para residuos em
alimentos € a ANVISA. Na tabela a seguir, esta listado o LMR de fipronil para diferentes

culturas de alimentos.

Tabela 2: LMR (Limite Maximo de Residuo) de fipronil em alimentos.

Culturas LMR (mg/kg)
Amendoim 0,01
Arroz 0,01
Batata 0,05
Cana-de-acgucar 0,03
Feijao 0,01
Milho 0,01
Soja 0,01
Trigo 0,01

Fonte: ANVISA; LMR: Limite M&ximo de Residuo.

No Brasil, ndo ha determinacdo de LMR para fipronil em aglcar. 1sso ocorre, pois, ao
estabelecer o LMR, o 6rgdo regulamentador vigente pode considerar apenas 0s alimentos como
as comodities no estado in natura como a cana-de-agucar.

Devido a uma baixa probabilidade de residuos no aguUcar cristal, e por este ser um
produto ultraprocessado, reduz-se a probabilidade de residuos de pesticidas ou contaminantes

persistirem no produto final. Em tais casos, os reguladores podem considerar que 0s residuos
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s80 pouco provaveis e, portanto, optam por ndo estabelecer um LMR especifico para esse
alimento (TELTEBOIM et. al., 2007).

2.4 Método de extracao solido-liquido com particéo a baixa temperatura

Na literatura cientifica, estdo descritos varios métodos de extracdo de amostras para
analise por cromatografia liquida. Um exemplo classico e muito empregado € o método
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Rugged, Effective, and Safe) desenvolvido em 2003 por
(ANASTASSIADES et al., 2007; ANOb). Outro método bastante conhecido ja empregado para
extracdo de fipronil e seus produtos de degradacdo em mel (COSTA, 2014) é a extracdo com
cartuchos SPE C18 (Extracdo em Fase Solida, do inglés Solid Phase Extraction) desenvolvido
por (SANCHEZ-BRUNETE et al.; 2008). Como em sua grande maioria, ambos os métodos de
extracdo sdo laboriosos e economicamente caros, devido a necessidade de varias etapas de
limpeza e filtragcdo das amostras (PRESTES et al., 2009).

Para realizacdo desta pesquisa, utilizou-se a técnica de extracdo sélido-liquido com
particdo a baixa temperatura (ESL-PBT), que consiste na adicdo de um solvente em uma
amostra sélida, sendo este solvente insolGvel em agua e menos denso que a 4gua, mantendo-se
liquido a -20 °C. A amostra é mantida por cerca de trés horas em uma temperatura abaixo de
zero e, durante esse processo, o analito desloca-se para a fase organica, onde € separado para
andlise.

O método de extracdo solido-liquido com particdo a baixa temperatura (ESL-PBT) é um
método alternativo que tem demonstrado alta eficiéncia na determinacdo e quantificacdo de
agrotoxicos em diferentes matrizes, tais como abacaxi (MORAIS et al., 2014), abobrinha
(RODRIGUES et al., 2018), alface (COSTA et al., 2015), alho (MORENO et al., 2012),
manteiga (MARTHE et al., 2010), morango (HELENO et al., 2014) e solo (ASSIS et al., 2011;
GOULART, 2017; RAMIREZ et al., 2018).

Além da eficiéncia, 0 método é economicamente vidvel, pois necessita de pouco
solvente extrator, pouca quantidade de amostra e, devido a particdo a baixa temperatura, ndo
necessita de etapas de filtragem (GOULART, 2010; HELENO, 2014).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Otimizacédo do método ESL-PBT para determinacéo e quantificacdo do fipronil em

acucar

Na elaboracéo ou otimizagdo de métodos analiticos, vérios fatores podem influenciar na
extracdo do analito na matriz. Sao muitas as variaveis que podem apresentar resultados com
aumento ou dimunicdo de respostas nos procedimentos iniciais de otimizacdo (BRITO et al.,
2003). Desta forma, métodos que possibilitem analisar varios fatores de forma sistemética e
com menores nimeros de ensaios sdo bem-vindos, a fim de diminuir os gastos desnecessarios
de tempo e financeiro (GOULART et al., 2010). O planejamento fatorial é uma ferramenta
estatistica que permite avaliar varios fatores ao mesmo tempo (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Desta forma, para a otimizacao da extracdo do analito fipronil nas matrizes de agucar
foi utilizado um planejamento completo do tipo 22, que possibilita a analise de dois fatores em
dois niveis diferentes. Os fatores analisados foram o tipo de agitacdo e tipo de solvente. Os
niveis de cada fator foram respectivamente: O banho ultrassénico (5 minutos) ou vortex (1,5
minutos); e metanol (4 mL) ou acetonitrila (4 mL). Na Tabela 1, é apresentado o planejamento

fatorial com seus fatores e niveis. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Tabela 03 - Planejamento fatorial 22 para extracio do fipronil nas matrizes de agUcar.

Fatores codificados Fatores originais
_ Tipo de Tipo de Tipo de Tipo de
Ensaios L o
agitacao solvente agitacao solvente
1 - - B.U Acetonitrila
2 + - Vortex Acetonitrila
3 - + B.U Metanol
4 + + Vortex Metanol

Nota: (-) banho-utrassonico + acetonitrila

(+)vortex + metanol
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Nos ensaios para otimizagdo do método, foram utilizados frascos de vidro com
capacidade volumétrica de, no minimo, 10 mL. Nestes frascos, foram pesados 1,0000 g de
matriz (acucar) isentas de agrotoxicos, em seguida as matrizes foram fortificadas com solucéo
do padréo fipronil. Em seguida, para o processo de extracdo, foi aplicado ao sistema 2 mL de
agua e 4 mL do solvente extrator, Metanol ou Acetonitrila, seguindo o planejamento fatorial,
apresentado na Tabela 01. Posteriormente, o sistema foi agitado em banho ultrassonico ou
vortex obedecendo o planejamento fatorial. Em seguida, o sistema foi colocado em um freezer

a -20 °C para particdo a baixa temperatura.

Figura 02: Frascos contendo amostras resfriadas obtidas por meio da ESL-PBT do fipronil

em matrizes de agucar.

Apo6s o congelamento da agua e matriz, foi retirado uma aliquota de 1 mL do solvente

organico, parte do sobrenadante, para ser injetado em cromatografo a liquido de alta eficiéncia.

3.2 Equipamentos e reagentes necessarios para otimizacdo do método

Os ensaios laboratoriais foram realizados no laboratdrio de quimica analitica do IFG
(Instituto Federal de Goias) Campus Itumbiara, onde foi realizada a extragdo sélido liquido com
particdo a abaixa temperatura seguido de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). As
amostras foram adquiridas em comércios das cidades de Itumbiara -GO e Bom Jesus-GO e
conservadas em temperatura ambiente, em um local protegido de umidade e luz até o momento
da anélise.

Paras a realizacdo dos ensaios, foram necessarios 0s seguintes equipamentos:

o Agitador de tubos vortex (Biomixer, velocidade 2.800 rpm, poténcia 60 W,
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o Banho ultrassonico (capacidade 2,1 litros; frequéncia 50/60 Hz);
o Freezer vertical;
o Balanca analitica de precisdo com capela (capacidade 220g);

o Cromatdgrafo a liquido Shimadzu LC com detector UV-VIS Shimadzu SPD;
sistema de operacdo LabSolutions Shimadzu.

Os reagentes necessarios foram:
o Acetonitrila (grau 99,9% HPLC) ; Metanol (grau 99,9% HPLC);
. Agua ultrapurificada ;

. Padrdo analitico com o principio ativo fipronil.

3.3 Condicdes cromatograficas

As condicBes cromatograficas iniciais foram definidas levando em consideracéo as
propriedades fisico-quimicas do fipronil e também por meio de informacgdes obtidas na
literatura cientifica com foco na determinacdo e quantificacdo do fipronil em outras matrizes.
As configuragfes cromatogréficas foram as seguintes:

J Detector de UV a 213 nm;

o Coluna Kinetex 5 um EVO C 18 - 150 X 4,6 mm;
o Fase movel (modo isocratico); Acetonitrila: Agua deionizada 65:35 vA4;
. Vazdo da fase movel: 0,8 mL min;

Temperatura da coluna: 35 °C;

o Volume de injegao: 20 pL;

Tempo de analise: 4,5 minutos.

3.4 Analise qualitativa e quantitativa do fipronil

O fipronil foi identificado pelo seu tempo de reten¢do no cromatograma. Para isso, uma
solucgéo do padréo de fipronil foi injetada no cromatografo. Para quantificar a concentracéo do
fipronil nas amostras, foi construida uma curva analitica. Esta curva analitica foi elaborada a
partir de diferentes concentragdes da solugdo do padrédo fipronil, numa faixa de 0,07 a 0,7 mg

L!. Mediante a equacdo da reta resultante das injecOes das diferentes concentragdes, as
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porcentagens de recuperacdo das matrizes fortificadas foram obtidas, com isso, foi possivel
eleger o melhor ensaio para prosseguimento das analises e validacdo do método.

3.5 Validacao do método ESL-PBT otimizado

No Brasil, a validagdo de metodologias analiticas é regulada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), especifica para o ramo alimenticio, e o Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) (INMETRO, 2020; BRASIL, 2017) voltado
para o ramo farmacéutico. Para a validacdo do método otimizado, esta pesquisa seguiu padroes
recomendados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o guia europeu
especifico para validacdo de métodos analiticos de agrotoxicos em alimentos, o documento
SANTE (Guindances analytical quality control and validation procedures for pesticide residues
analysis in food and feed) (BRASIL, 2003; SANTE/11312/2021). Os parametros estudados
foram: Seletividade; Linearidade; Limite de detecgdo (LD); Limite de Quantificagéo (LQ);

Precisdo e Exatidao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Otimizacédo do metodo ESL-PBT em agucar

Na Figura 03, séo apresentadas as porcentagens de recuperacao de fipronil na matriz do
acucar utilizando-se diferentes tipos de agitacdo e solvente. Nos ensaios 1 e 2, foram utilizados
o0 solvente extrator a acetonitrila. J& nos ensaios 3 e 4 foi empregado o solvente organico

metanol.

Figura 03 - Porcentagem de recuperacdo do fipronil extraido das amostras de agucar

empregando método ESL-PBT.
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Uma possivel explicacdo para que a acetonitrila tenha uma maior eficiéncia na extracéo
deve-se a sua polaridade visto que a acetonitrila € mais polar que o metanol. Otaviano (2022)
em seu estudo sobre as extracdo de fipronil em cascas de ovos utilizando o0 método ESL-PBT,
obteve uma maior taxa de recuperacdo do fipronil também utilizando como solvente extrator a
acetonitrila. E possivel observar que o ensaio 2 obteve uma taxa de recuperacéo de 91,43%, ja
0 ensaio 1 obteve porcentagem de 91,04%, porém optou-se pelo ensaio 1 que utilizaram como
método de agitacdo o banho ultrassénico.

Uma vantagem do banho ultrassonico sobre o vortex é que ele possui a capacidade de

realizar a agitacdo de uma maior quantidade de amostras.
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4.2 Estudo do efeito dos fatores do planejamento fatorial 22

Os efeitos dos fatores do planejamento fatorial 22 foram avaliados pelo teste t de Student
ao nivel de 95% de confianca e 5% de significancia. Na Tabela 04, s&o apresentados os efeitos
de cada fator bem como o erro do experimento e o P-valor de cada parametro analisado. VValores
de P<0,05 indicam que o fator apresentou efeitos significativos na extracao do fipronil na matriz

acucar.

Tabela 04 — Efeito dos fatores do planejamento fatorial 22 para avaliacdo do melhor tipo de

agitacdo e melhor tipo de solvente na extracdo do fipronil em amostras de acUcar.

Fatores Efeitos Erros P-valor

Tipo de -1,248 + 0,799 0,1569
agitacao

Tipo de -32,45 + 0,799 0.0000000001
Solvente

Interacéo -1,641 + 0,799 0,074

1x2

Como pode ser observado na Tabela 02, apenas o fator solvente orgénico foi
significativo. Ao mudar o solvente acetonitrila para metanol, houve uma reducéo de 32,45% na
recuperacdo do fipronil na matriz agucar. A mudanca do tipo de agitacdo ndo foi significativa,
ao mudar o tipo de agitacdo de vértex para banho ultrassénico a recuperacao do fipronil na
matriz acucar teve uma leve queda de apenas 1% que ndo foi significativa no processo de

extracdo. Desta forma, com base na analise estatistica realizada foi selecionado o ensaio 1.
4.3.1 Confirmacao do tempo de retencéo do fipronil e seletividade do método
A seletividade corresponde a capacidade do método de distinguir a resposta do analito

em especifico dos demais componentes presentes na amostra, neste caso analito especifico é o

fipronil.
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Para confirmacdo do tempo de retencdo do fipronil nas condigdes cromatogréaficas
otimizadas, foi injetada uma solu¢do contendo o padrdo do agrotéxico fipronil a uma
concentracgdo de 5 mg L. A seletividade do método ESL-PBT, para determinagéo do fipronil
nas matrizes de acucar, foi verificada mediante a comparacao dos cromatogramas do branco da
amostra (agucar produzido de forma orgéanica) com o cromatograma da solucdo padrdo de
fipronil a5 mg L. Na Figura 04, sdo apresentados ambos os cromatogramas.

Figura 04 - Cromatograma obtido pela ESL-PBT em matriz de acUcar isenta de fipronil em

comparativo com uma solugdo do padréo de fipronil a5 mg L.
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Como pode ser visto na Figura 04, o tempo de retencao do fipronil foi de 3,64 minutos.
Ao se comparar os dois cromatograms, branco da matriz e solugdo padréo de fipronil, ndo se
observa pico no tempo de retengéo do fipronil no cromatograma referente ao branco da matriz,
esta observacgdo confere a seletividade do método ESL-PBT para a determinagéo do fripronil

em matriz agucar.
4.3.2 Linearidade
As concentragdes injetadas para obtencdo da curva analitica estdo proporcionalmente

relacionadas a quantidade de padrdo interno de fipronil adicionados na matriz do agtcar. Como

apresentado na Figura 05, as concentragdes variam de 0,07 mg L™t a 0,7 mg L%, A linearidade
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foi avaliada com base no coeficiente de determinacio (R?) que apresentou um valor superior a

0,99 que para 0 SANTE/11312/2021 atende as especificacdes para a linearidade do método.

Figura 05 - Curva analitica preparada em diferentes concentrac6es de fipronil.
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4.3.4 Limite de Deteccédo e Limite de Quantificacdo

Para a determinacgdo do limite de quantificacdo (LQ) e limite de detec¢cdo (LD) foram
feitas 3 injecOes em sistemas isentos de agrotdxicos fortificados com uma solucdo padréo de
fipronil com diferentes concentracdes a 0,07 mg/kg, 0,09 mg/kg e 0,1 mg/kg. Onde o0 menor
sinal de ruido da linha de base obtido para LQ foi de 0,07 mg/kg considerado em até 0,02mg/kg
para LD, quando os residuos de pesticidas sdo analisados em alimentos, o LD e o LQ do método
analitico utilizado sdo parametros importantes para garantir que as analises possam detectar e
quantificar residuos de pesticidas em concentracdes que estejam abaixo ou proximas dos LMRs
estabelecidos.

Na tabela 05, s&o apresentados os valores de LD e LQ para o fipronil em agucar
utilizando-se método proposto.

Tabela 05: Limite de deteccdo e Limite de Quantificacdo do método proposto para fipronil em

acucar

LQ LD LMR em mg/kg-1 LMR em mg/kg-1
Agrotoxico ESL-PBT mg/Kg  ESL-PBT para alimentos para cana-de-
! mg/Kg? ANVISA acucar
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Fipronil 0,07 0,02 0,01a0,010 0,03

Fonte: O autor 2023. NR — Nao recomendado.'Monografias de agrotdxicos (Brasil, 2023a); 2Portaria N° 5/2017
Ministério da Satde (BRASIL, 2017).

Como o observado, os valores de LD e LQ estdo dentro da faixa de valores estabelecido
pela ANVISA para o LMR em cana-de-agUcar, sendo assim os valores obtidos para LD e LQ
obtidos pela aplicacdo do método ESL-PBT foram satisfatorios para determinacéo de fipronil

em matriz de agucar.

4.3.5 Analise da precisdo e exatiddo do método ESL-PBT

Nas seis extracfes com a acetonitrila com concentracdes do padrdo de fipronil a 0,07
mg kg* considerado nos niveis de um, trés e dez vezes o0 LQ, obtendo-se porcentagens de
recuperacdo que variam entre 85,20% a 99,74% que confirmam a exatiddo do método, pois, de
acordo com o guia utilizado para validacdo deste método o SANTE/11312/2021, a exatidao do
método é confirmada obtendo-se as porcentagens de recuperacgdo entre 70 e 120%; Ao verificar
o Desvio Padrdo Relativo (DPR), é possivel observar que as variagdes para as porcentagens de
recuperacdo sdo inferiores a 5,25 %. Segundo SANTE/11312/2021, os valores para o DPR
devem ser inferiores a 20%, os valores de DPR também indicam a precisao.

Percebe-se, portanto, que o método ESL-PBT pode ser considerado preciso e exato na

determinacéo de fipronil em agtcar

Tabela 06 — Andlise da precisdo e exatiddo do método ESL-PBT.

% Recuperacao

Nivel Baixo 0,07 Médio 0,2  Alto 0,7
Extracéo 1 96,91 93,76 85,2
Extracéo 2 97,41 87,73 95,92
Extracéo 3 92,39 96,38 90,78
Extracédo 4 95,26 87,84 98,47
Extracdo 5 90,1 90,59 90,19
Extracdo 6 91,07 99,74 90,56

DPR 3,3 5,25 5,18
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4.3.6 Aplicacdo do método ESL-PBT em amostras reais de agucar

Ap0s a otimizacdo e validacdo do método ESL-PBT, o mesmo foi aplicado em amostras

reais de acucar coletadas em 2 pontos de comércio nas cidades de Itumbiara e Bom Jesus,

posterior aos ensaios realizados obteve-se os cromatogramas dispostos nas figuras 06 e 07 que

apresentam a linha de base da solugdo padréo de fipronil a5 mg L™ em comparacdo com a linha

de base de duas amostras coletadas nas respectivas cidades.

Figura 06 - Cromatograma obtido pela ESL-PBT em amostras reais de agucar coletadas em

supermercados na cidade de Itumbiara-GO.

uv.

27500

25000

22500

20000

17500 +

15000 +

10000 +

7500

Resposta do detector

5000

2500

Data1:Padrao Fiprinil 1 ppm.lcd Detector A:213nm
Data2:Amostra real agucar ITB 1.lcd Detector A:213nm
Data3:Amostra real agtcar ITB 2.lcd Detector A:213nm

Tempo em min
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Como pode ser observado nos cromatogramas apresentados acima, nao foi possivel
verificar nenhum pico no tempo de retencdo do firponil, desta forma, pode-se inferir que as
amostras ndo estavam contaminadas ou os residuos do fipronil nestas amostras estavam abaixo

do limite de deteccdo do método que corresponde a 0,02 mg/kg.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nesta presente pesquisa, desenvolveu-se a otimizacéo e validagdo do método ESL-PBT
para extracdo de residuos do agrotoxico fipronil em acucar cristal, seguido de cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

Os parametros de método avaliados, como a seletividade, a linearidade, LD, LQ,
exatidao/precisdo, mostraram que o método ESL-PBT ¢ aplicavel para a extracdo do agrotoxico
fipronil em amostras de acucar, podendo ser empregado na determinacdo e quantificacdo do
mesmo nessa matriz de interesse. Verifica-se a eficiéncia dos resultados de LD e LQ que
atendem os valores exigidos pela ANVISA para o LMR em cana-de- acUcar.

Além de sua eficiéncia para determinacdo dos parametros avaliados, 0 método possui o
fator humano reduzido, é de facil aplicabilidade e baixo custo, podendo ser utilizado em
laboratérios para determinacéo de outros residuos em aglcar se sujeitando apenas ao tipo de
solvente e padrdo utilizado. Para extracdo do fipronil no agucar, o solvente acetonitrila, o qual
foi utilizado como fator de agitacdo banho ultrassonico, mostrou-se mais eficiente.

Contudo, ao aplicar o método otimizado e validado em amostras de agucar coletadas nas

cidades de Itumbiara-GO e Bom Jesus- GO conclui-se que ndo houve a presencga de fipronil.
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