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RESUMO

Devido ao grande aumento de pragas em animais, lavouras e plantacdes, houve a
necessidade de implantacdo do uso de substancias quimicas para ajudar no controle de
insetos, fungos e ervas daninhas. O Brasil € o maior consumidor de agrot6xicos no mundo,
desde o ano de 2008, ficando refém de um sistema de producdo agraria de alimentos,
colocando em pauta problemas de saude publica, pois estimativas mostram que 0s
brasileiros consomem cerca de 7 kg de agrotoxicos per capita por ano, tornando
particularmente preocupante seu impacto individual e coletivo. As laranjas tiveram em parte
sua popularidade devido aos altos niveis de vitamina C, e nas andlises realizadas pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com dados publicados no altimo
relatorio do Programa de Anélise de Residuo de Agrotoxicos (PARA) (Ciclo 2017 e 2018)
divulgados em 2019, o clorpirifés foi detectado em 8,12 % dessas amostras de laranja. Ainda
na laranja, quatro agrotoxicos foram detectados de forma irregular, ou seja, ndo sdo
permitidos para essa cultura, como o carbofurano, o 2,4 D, a boscalida e ciromazina. O
clorpirifés é um agrotéxico extremamente tdxico e sua concentracdo em laranja ndo pode
ultrapassar 2 mg Kg. Atualmente ele passa por uma reavaliagdo de seu uso no Brasil, uma
vez que ja foi proibido na maioria dos paises onde era utilizado. Nesse sentido, para analisar
as laranjas da cidade de Itumbiara-Go, realizou-se a otimizacdo e validacdo do método
extracdo sélido liquido com particao a baixa temperatura (ELL-PBT). O método se mostrou
eficaz, dado que, todos os parametros analisados, como a seletividade, linearidade, precisao,
exatidao, limite de deteccéo e quantificacdo, estavam dentro do permitido para validacao de
métodos analiticos. O método apresentou exatidao, exibindo porcentagem de recuperacao
acima de 90% e inferior a 120 %, com a precisao ficando abaixo do RSD < 20 %. Ap0s
otimizacdo e validacao, coletou-se laranjas de quatro pontos diferentes e foram submetidas
ao método otimizado. Apds as analises utilizando o método por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia, constatou-se que apenas uma amostra das laranjas estava contaminada com
o0 agrotoxico clorpirifs na concentracido de 2,83 mg/kg™?, concentracio essa, acima do
Limite Maximo de Residuos permitido, o que & um fator preocupante devido as
consequéncias do mesmo a satde humana e ao meio ambiente.

Palavras-chave: ELL-PBT, Agrotoxicos, Citrus.



ABSTRACT

Due to the large increase in pests in animals, crops and plantations, there was a need to implement
the use of chemical substances to help control insects, fungi and weeds. Brazil is the largest
consumer of pesticides in the world since 2008, becoming hostage to an agrarian food production
system, raising public health problems, as estimates show that Brazilians consume about 7 kg of
pesticides per year. per capita per year, making its individual and collective impact particularly
worrying. Oranges had their popularity in part due to the high levels of vitamin C, and in the
analyzes carried out by the National Health Surveillance Agency (ANVISA), with data published
in the last report of the Pesticide Residue Analysis Program (PARA) (Cycle 2017 and 2018)
released in 2019, chlorpyrifos was detected in 8.12% of these orange samples. Still on orange, four
pesticides were detected irregularly, that is, they are not allowed for this crop, such as carbofuran,
2,4 D, boscalid and cyromazine. Chlorpyrifos is an extremely toxic pesticide and its concentration
in orange cannot exceed 2 mg Kg-1. It is currently undergoing a reassessment of its use in Brazil,
since it has already been banned in most countries where it was used. In this sense, to analyze the
oranges from the city of Itumbiara-Go, the optimization and validation of the liquid solid extraction
method with low temperature partition (LLE-LTP) was carried out. The method proved to be
effective, given that all parameters analyzed, such as selectivity, linearity, precision, accuracy,
limit of detection and quantification, were within the limits allowed for validation of analytical
methods. The method showed accuracy, showing recovery percentages above 90% and below
120%, with precision below RSD < 20%. After optimization and validation, oranges were collected
from four different points and submitted to the optimized method. After the analyzes using the High
Performance Liquid Chromatography method, it was found that only one sample of the oranges
was contaminated with the pesticide chlorpyrifos at a concentration of 2.83 mg/kg-1, a
concentration above the Maximum Residue Limit allowed , which is a worrying factor due to its
consequences for human health and the environment.

Keywords: LLE-LTP, Pesticides, Citrus.
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1 INTRODUCAO

Devido ao grande aumento de pragas em animais, lavouras e plantacbes, houve a
necessidade de implantacdo do uso de substancias quimicas para ajudar no controle de insetos e
fungos. O Brasil é o maior consumidor de agrotoxicos no mundo, desde o ano de 2008, ficando
refém de um sistema de producéo agraria de alimentos, colocando em pauta problemas de salde
publica como brandicardia, miose,espasmos intestinais e bronquicos, estimulacdo das glandulas
salivares e lacrimais; fibrilagdes musculares e convulsdes (CASSAL, et al., 2014). Estimativas
mostram que os brasileiros consomem cerca de 7kg de agrotdxicos per capita por ano, tornando
particularmente preocupante seu impacto individual e coletivo (FROTA; SIQUEIRA, 2021).

Nesse contexto, uma das frutas que séo cultivadas com a adicdo de agrotoxicos é a laranja,
ela possui uma popularidade devido aos altos niveis de vitamina C que fornecem e sdo consideradas
um aparte essencial de uma dieta saudavel. Contudo, ha uma diversa série de doengas e pragas que
assolam as plantacdes das laranjas, afetando, desse modo, a qualidade dos frutos, sejam eles para
a indastria ou para o mercado de fruta fresca. O sucesso da citricultura, além dos aspectos
relacionados a implantacdo do pomar, depende do manejo adequado de todo processo de producao
(DECHEN; CASTRO; NACHTIGALL, 2004).

Nas andlises realizadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com
dados publicados no ultimo Programa de Analise de Residuo de Agrotdxicos (PARA) (Ciclo 2017
e 2018) divulgados em 2019, 139 amostras apresentaram agrotdxicos nao autorizados para a cultura
da laranja (BRASIL, 2019). Foram analisadas 382 amostras de laranja, ela representa 24% dos
alimentos com casca ndo comestiveis no pais no periodo 2017/2018; dos alimentos monitorados
com um total de 4.616 amostras analisadas. O Clorpirifés foi detectado em 8,12 % dessas amostras
de laranja. Ainda na laranja, quatro agrotoxicos foram detectados de forma irregular, ou seja, ndo
séo permitidos para essa cultura, como o carbofurano, o0 2,4 D, a boscalida e ciromazina (BRASIL,
2019).

Para a realizacdo de andlise de agrotdxicos em frutas e demais alimentos foram
desenvolvidas diversas técnicas para analise, mas normalmente consomem um volume grande de
solvente organicos. Em analises de clorpirifés em grdos de café foi detectado a presenca desse
agrotoxico considerado extremamente toxico (ANHOLETI; OSORIO; VIEIRA, 2019).
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Neste trabalho o objetivo foi otimizar e validar uma metodologia analitica de extracdo do
clorpirifés em laranjas e anélise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector
ultravioleta (CLAE-UV). Posteriormente, a metodologia foi aplicada na analise de amostras reais
de laranjas comercializadas em supermercados e feira de Itumbiara-GO. A Extracdo Liquido-
Liquido com Particdo em Baixa Temperatura (ELL-PBT) tem se apresentado como uma alternativa
para extracdo de agrotdxicos em diversas matrizes como caldo de cana, 4gua, por isso o interesse

em aplica-la para determinacéo de clorpirifés em laranjas.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Otimizar e validar a ELL-PBT para analise de Clorpirifés em laranja utilizando CLAE-UV.

1.1.2 Objetivos especificos

e Verificar a utilizacdo da técnica ELL-PBT e analise por CLAE-UV para extracdo de
Clorpirifés em laranja;

e Otimizar os parametros de andlise, tais como relacdo tipo de solvente e tipo de agitac&o;

e Validar o método otimizado;

e Analisar a presenca de Clorpirifos em laranja, sendo elas de trés (03) supermercados e uma

(01) feira de Itumbiara-GO e regido utilizando a técnica otimizada e validada.

1.2 Justificativa

O Brasil é lider mundial na produgdo de Citros e da exportacdo de suco de laranjas
concentrado congelado e é lider também no consumo de agrotoxicos, por isso ha uma grande
justificativa para execucdo desse projeto. Além desse fato, o clorpirifds é extremamente toxico e
sua concentragdo em laranja ndo pode ultrapassar 2 mg Kg®. Atualmente ele passa por uma
reavaliacdo de seu uso no Brasil, uma vez que j& foi proibido na maioria dos paises onde era
utilizado (GRIGORI, 2021; BRASIL, 2022). A deteccdo desse agrotoxico por meio do
desenvolvimento de uma técnica de analise otimizada e validada é muito importante para a saude

publica, 0 meio ambiente e a area de quimica analitica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Agrotodxico clorpirifos

A comercializacdo de agrotoxicos teve um aumento acelerado até o ano 2013, o pais
mediante a crise econémica 2014 perdeu forca nessa area, mas em 2017, passou a marca de 500
mil toneladas por ano. Os estados de Mato Grosso, S&o Paulo, Rio Grande do Sul, Parana, Goias,
Minas Gerais, Mato Grosso, Bahia e Santa Catarina representam 90% de toda a comercializacéo
de agrotoxicos. Os dois primeiros estados citados comercializaram individualmente 100.638 e
77.232 toneladas, totalizando no ano de 2017 com 518.564 toneladas. O Brasil ocupa o ranking
mundial de maior mercado consumidor de agrotoxicos, suas vendas chegaram a somar U$$ 7,125
bilhdes, diante do 2° colocado os Estados Unidos da América (TAVARES et al., 2020).

O Clorpirifés pertence a classe dos organofosforados, possui 0 nome quimico O,O-dietil
0O-3,5,6-tricloropiridin-2-ol fosforotioato, estrutura quimica apresentada na Figura 1. Dispde de
alta eficiéncia no combate de insetos e pragas inibindo a transmisséo dos impulsos nervosos nestes
organismos. E um dos pesticidas organosfosforado (OP) do tipo inseticida, acaricida e nematicida,
é um solido branco cristalino, tem um odor bem semelhante ao aroma do enxofre encontrado no
ovo podre, cebola e alho (PEREIRA, 2014).

Este pesticida é autorizado pela ANVISA para uso no cultivo de diversos alimentos como:
abacaxi, arroz, chuchu, beterraba e outros obedecendo a quantidade de residuo que pode ficar em
cada alimento, sendo encontrado em grandes concentra¢fes na cultura de alface, abobrinha, uva e
tomate, citros como a laranja etc (BRASIL, 2022). O Limite Maximo de Residuo (LMR) de
clorpirifos em laranja é de 2 mg Kg, esse valor é igual para outras frutas citricas (BRASIL, 2022).
Sua aplicacéo é foliar e tem um periodo de caréncia de 21 dias em citrus (BRASIL, 2022).

E conhecido por vérios nomes de marca registada. A primeira empresa a registrar o
Clorpirifés foi a Dow Chemical Company em 1965, hoje conhecida por Corteva Agiscience. O
Clorpirifds é toxico e a exposicdo cronica relacionou-se com efeitos neuroldgicos, transtornos do
desenvolvimento e transtornos autoimunes atrasos e problemas no desenvolvimento de criancgas .
Sua proibicdo nos Estados Unidos foi devido a pesquisa feita em 2012 pela Universidade de

Columbia, que analisou 40 criancas de até 11 anos que foram expostas ao clorpirifés durante a
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gravidez. Este estudo identificou que a exposicdo trouxe uma série de deficiéncias as criangas
assim que chegaram aos 3 anos de vida (GRIGORI, 2021).

Figura 1: Férmula estrutural do Clorpirifos.

S
Il
Cl_ N__ OP(OCH,CH,),

Cl Z ¢

Fonte: SILVERIO et al., 2012.

Em 2012 foi proibido a utilizacdo do agrotdéxico metamidofos sendo este substituido,
principalmente, pelo Clorpirifés (GRIGORI, 2021). Como mostra na Figura 2 abaixo, houve um

aumento das vendas desse Ultimo a partir do ano de 2012.

Figura 02: Vendas de Clorpirifds no Brasil
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Fonte: GRIGORI, 2021.
Mesmo com a proibigdo da venda do Clorpirifés em outros paises, o Brasil continua sendo

recordista na compra deste produto para aplicar em suas lavouras. Em nota, a ANVISA respondeu
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que as proibicdes em outros paises sdo critérios considerados na construcdo da lista de prioridades
para a reavaliagdo no Brasil. Mas que, “atualmente, com as evidéncias técnicas disponiveis nao se
faz pertinente uma nova priorizagdo” do Clorpirifés na lista de reavaliagdo. A agéncia afirma
também que a reavaliacdo do produto, que ocupa a quarta na lista de prioridades, ja esta sendo
iniciada, de forma que o Clorpirifés deve ser submetido em breve processo. Mas ndo ha data
prevista (GRIGORI, 2021). Em 2023 ele continua na lista dos agrotoxicos autorizados embora
banido em varios paises (BRASIL, 2023).

2.2 A cultura de laranja

A laranjeira é tida como uma das arvores frutiferas mais conhecidas, cultivadas e estudadas
em todo o mundo. Ela, como todas as plantas citricas, é nativa da Asia, mas a regido de origem é
motivo de controvérsia. O género Citrus representa o ponto mais alto de um longo periodo
evolutivo, cujo inicio remonta a mais de 20 milhdes de anos, na Australia. A trajetdria da laranja
pelo mundo é conhecida apenas de forma aproximada. Segundo pesquisadores, ela foi levada da
Asia para o norte da Africa e de 14 para o sul da Europa, onde teria chegado na ldade Média. Da
Europa foi trazida para as Américas na época dos descobrimentos, por volta de 1500. A laranja foi
distribuida pelo mundo sofrendo mutac6es e dando origem a novas variedades. Durante a maior
parte desse periodo, a citricultura ficou a mercé de si mesma — o cultivo de sementes modificava
teve um aumento gigantesco, fazendo assim mudancas aleatdrias em seu sabor, 0 aroma, a cor e 0
tamanho dos frutos. Atualmente, os pomares mais produtivos, resultantes de uma citricultura
estruturada, estdo nas regides de clima tropical e subtropical, destacando-se o Brasil, Estados
Unidos, México, China e Africa do Sul (TURRA; GHISI, 2004).

Os produtores agricolas acreditam no crescimento da citricultura organica tanto no pais
quanto em todo o mundo. O Brasil que detém a 13°maior area com 276 mil certificados, e
movimenta cerca de U$ 200 milhdes, demonstra fortes sinais de crescimento na agricultura
organica que é um sistema de manejo de producdo ecol6gica que promove e enriquece a
biodiversidade, baseando no menor uso de insumos provenientes (TURRA; GHISI, 2004).

Segundo Gravena (2017), o uso de agrotdxicos nas lavouras de laranja teve seu inicio com
introducdo do Citrus no Brasil em 1542. A primeira praga citada foi a salva, mas, somente em

1781 citou-se uma praga da citricultura, no municipio de Limeira, SP. Tratava-se da cochonilha
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ortézia, Orthezia praelonga, que se tornou, depois, uma das principais pragas da cultura. Em 1865
apareceu o primeiro inseticida fungicida, o Verde Paris. A revolugdo no controle quimico veio com

o Dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) em 1939, que viria a ser proibido para a agricultura em 1995.

2.3 Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos

Em consonancia com a missao e os valores da ANVISA, a Geréncia-Geral de toxicologia
mais uma vez consolida e apresenta os resultados do PARA. Este relatorio apresenta informacoes
detalhadas sobre os resultados das analises de monitoramento de residuos de agrotoxicos em
amostras de alimentos de origem vegetal, coletadas no periodo de 2017 a junho de 2018 (BRASIL,
2019).

No relatério referente ao periodo 2017-2018 foram analisadas 4.616 amostras de 14
alimentos em 77 municipios brasileiros, dentre esses alimentos, em especial temos a Laranja
(BRASIL, 2019). Para isso, as coletas foram realizadas semanalmente no mercado varejista, como
supermercados e sacoldes. As analises laboratoriais dos alimentos, por sua vez, foram realizadas
mantendo-se as caracteristicas da amostra no momento da coleta, sem qualquer procedimento de
lavagem ou retirada de cascas. Foram analisadas 382 amostras de laranja. Destas, 330 foram
consideradas satisfatorias, sendo que 157 ndo apresentaram residuos dos agrotoxicos pesquisados
e 173 apresentaram residuos em concentrac@es iguais ao Limite maximo de residuos (LMR). LMR
é estabelecido considerando varios fatores, dentre eles a toxidade do composto para seres humanos

e o limite de quantificacdo dos métodos instrumentais de analises (SILVERIO et al., 2012).

2.4 Extracdo e analise

Segundo Silvério e colaboradores (2012) existem inGmeras técnicas de analise de
agrotoxicos em alimentos, mas a ELL-PBT tem se apresentado como uma alternativa para extracéo
de agrotoxicos em diversas matrizes. O método é baseado na particdo dos analitos entre as fases
aquosa e organica onde sdo extraidos pela fase organica. Na extracdo do Clorpirifés em latossolo,
no sobrenadante utilizou-se a técnica Extracdo Liquido-Liquido com particdo em baixa temperatura
(ELL-PBT) e para a quantificacdo utilizou-se cromatografia gasosa (CG), com detector por captura
de elétrons (CG-ECD) (MARCELO, 2011).
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Um método de extracdo em fase sélida foi desenvolvido para detectar pesticidas abaixo de
concentragcOes de parte por milhdo (ug/mL) para clorpirifés em laranja. O método, extracdo em
fase sélida, incluindo extracdo com solventes, foi usado para detectar 50 partes por bilh&o (ppb) do
Clorpirifés-metil (COM) artificialmente adicionado ao suco de laranjas. Este método pode ser
adaptado a outros pesticidas e alimentos (SHENDE; et al., 2010).

Outros agrotoxicos foram encontrados em laranja como cipermetrina e perclorato. A analise
foi realizada através de Espectrometria de Massa e Cromatografia Liquida de Ultra Desempenho
(UPLC-MS/MS). Os resultados mostraram que os residuos de pesticidas foram distribuidos
principalmente em cascas de laranja, tendo uma variacao de 43,6 a 85,4%, isso durante o processo
de lavagem (LI et al., 2012).

ApoOs extracdo, os agrotoxicos sdo analisados por analise instrumental. A cromatografia
liquida é uma técnica bastante difundida para deteccdo de agrotoxicos, por ser uma técnica versatil
e que possibilita analises e separacdes de uma ampla cadeia de compostos com alta eficiéncia
(CRUZ, VENANCIO E SILVA, 2018). A CLAE é um método de separacdo de compostos
quimicos em solucdo, por particdo dos componentes da amostra entre uma Fase Mével (FM) e uma

Fase Estacionaria (FE).

2.5 Parametros para validacdo do método ELL-PBT

Uma técnica desenvolvida dever ser otimizada e validada para apresentar boa exatidao e
confiabilidade. Um protocolo europeu muito utilizado para validacdo de métodos para analise de
agrotoxicos em alimentos é o protocolo chamado SANTE (SANTE, 2021). Nesse protocolo os
principais parametros sugeridos para validagdo séo, entre outros, linearidade, limite de deteccéo e
quantificacdo, seletividade, exatiddo e precisdo. Esses foram os parametros validados no presente
projeto.

A seletividade é definida quando ndo ha ocorréncia de sinais cromatograficos
atribuidos a interferentes no mesmo tempo de retencéo do analito (VIEIRA et al., 2022).

A linearidade de um método analitico diz respeito da sua capacidade de obter resultados
que sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito. As etapas para a construcdo de uma
curva analitica sdo: determinar o intervalo de concentracdo da curva analitica; preparar uma curva

analitica com pelo menos seis niveis de concentracao paralelos e com trés repeticdes independentes
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para cada nivel; realizar as analises das solugdes preparadas para obtencdo dos dados experimentais
(SICUPIRA, 2019).

O limite de deteccdo (LD) retrata a menor concentracao da substancia em analise, que pode
ser detectada e diferenciada do ruido do sistema empregado. J& o limite de quantificacdo (LQ) é a
menor concentracdo que pode ser determinada com um nivel aceitavel de precisdo (SOUZA, 2005).

Vieira (2005), afirma que a exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais obtidos em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como correto. Ja a
precisdo € a aproximacdo da dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma

mesma amostra. Esse parametro € calculado pelo coeficiente de variagdo (RE FILHO, 2016).
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3 METODOLOGIA

As analises foram realizadas no Laboratério de Quimica Analitca e Instrumental do IFG,
Campus Itumbiara (Laboratério T-303). Inicialmente, foi testada a metodologia proposta por
Oliveira Junior et al. (2021). Esses autores utilizaram a ELL-PBT para analise de agrotdxicos
carbamatos em agua. Como o suco de laranja é liquido, essa metodologia foi o ponto de partida

para otimizacdo da ELL-PBT.

3.1 Verificagéo da aplicabilidade do método ELL-PBT em amostras de laranja

Para a verificacdo da aplicabilidade do método, foram obtidas laranjas cultivadas sem
aplicacdo de nenhum tipo de agrotdxico. Essas laranjas tiveram seus sucos extraidos e esses foram
fortificadas com solucdo padrdo de clorpirifés na concentracgéo final de 5 mg Le submetidos a
extracdo ELL-PBT.

Nessa extracdo, 1 mL de amostra (suco da laranja) foi colocado em contato com 4 mL do
solvente extrator acetonitrila. Logo depois, o sistema foi agitado em agitador de tubos do tipo
vortex por 60 segundos e finalmente deixado em freezer por um periodo de 3 horas a uma
temperatura de aproximadamente -20 °C para que ocorresse a particdo a baixa temperatura. Apds
a particdo, uma aliquota de 1 mL foi retirada do sobrenadante e injetou-se 20 uLL no cromatografo

a liquido. Como exposto na Figura 3.

Figura 3: 1 mL retirado do sobrenadante da amostra.

Fonte: Os autores (2022).
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Para a verificacdo da aplicabilidade do método, foram obtidas laranjas cultivadas sem
aplicacdo de nenhum tipo de agrotoxico, que configuraram como o branco das anéalises e também
para fortificagbes com o padrdo nos processos de validagdo. Essas laranjas tiveram seus sucos
extraidos e esses foram fortificadas com solucdo padrdo de clorpirifés na concentracéo final de 5

mg L ‘e submetidos a extracdo ELL-PBT.

3.2 Anélise por CLAE-UV

Utilizou-se um cromatografo liquido Shimadzu LC-20AT com detector UV/VIS Shimadzu
SPD. As condi¢Bes cromatogréficas foram: coluna cromatografica C18 (Modelo Coluna
KINETEX® 5u EVO C18 100A 150 x 4,6 mm); fase mével: acetonitrila; H20 85:15 (v:v), vazéo
da fase maével: 0,8 mL mint; temperatura da coluna: 35°C e volume de inje¢do:20 pL; detector UV
(A: 213 nm).

3.3 Otimizacgédo e Validagéo da ELL-PBT

Na otimizagdo, dois fatores foram analisados: tipo de solucdo extratora (acetonitrila ou
metanol) e tipo de agitacdo (vortex e ultrassom). Como sdo dois fatores em dois niveis, essa
otimizagdo é chamada de planejamento fatorial 22, para avaliagido do comportamento simultaneo

de dois fatores conforme Tabela 1 a seguir. As analises foram feitas em triplicata.

Tabela 1. Planejamento fatorial 22 para matrizes de laranja fortificadas.

Fatores Codificados Fatores originais
Ensaios 1 2 T.A S.E
1 - - V ACN
2 + - UsS ACN
3 - + V MET
4 + + UsS MET

T. A= Tipo de Agitacéo; S. E= Solucéo extratora; ACN= Acetonitrila; MET= Metanol V= vortex US= Ultrassom
Fonte: Os autores (2022).

ApOs resultados da otimizacdo, foi realizada a validagdo do método otimizado. Para
validacao utilizou-se o protocolo europeu para validacdo de métodos para anélise de agrotoxicos
em alimentos (SANTE, 2021). O método foi validado de acordo com a linearidade, limite de

deteccdo e quantificacdo, seletividade, exatidao e preciséo.
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3.3.1 Linearidade

Avaliou-se a linearidade através da construcao de uma curva analitica preparada na matriz.
Para tanto, foram injetadas amostras do suco de laranja com o padrao clorpirifés em concentracGes
de 0,15; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 mg L%, submetidas a ELL-PBT, utilizando o ensaio otimizado.

Em sequéncia construiu-se uma curva analitica.

3.3.2 Seletividade

Para a verificacdo da seletividade do método, foi injetado um branco da laranja, e a matriz
fortificada com o clorpirifés, submetidos ao ensaio otimizado do planejamento fatorial.
Em sequéncia analisou-se 0s cromatogramas e comparou-se 0s tempos de retencdo do

clorpirifds para a comprovagéo da seletividade.

3.3.3 Limite de Deteccéo e Quantificacao

Para o LQ, o clorpirifos foi injetado em concentra¢Bes decrescentes até a auséncia de sinal
cromatografico. A menor concentracdo que possibilitou a visualizacdo de sinal foi injetada em
triplicata e os valores foram submetidos ao teste do desvio padrdo relativo. Para determinar o LD
dos métodos de ESL-PBT e ELL-PBT os valores de LQ foram divididos por 3.

3.3.4 Exatidao

A exatidao foi avaliada por meio da fortificagcdo/recuperacdo em sextuplicata. A matriz foi
fortificada em trés niveis de concentragéo, em triplicata (nivel baixo 0,25 mg L*; nivel médio 0,5
mg L7; nivel alto 0,75 mg L). Em sequéncia, analisou-se os resultados das porcentagens de
recuperacdo do agrotoxico na matriz, verificando se os valores ficaram dentro da faixa permitida
que é de 70 a 120%.

3.3.5 Precisao
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A precisdo do método foi determinada através do Desvio Padrdo Relativo (DPR), de
matrizes fortificadas em trés niveis de concentragdo em sextuplicata, (nivel baixo 0,25 mg L*;
nivel médio 0,5 mg L™; nivel alto 0,75 mg L™). Em sequéncia analisou-se 0 RSD < 20% que é o

valor considerado como nivel de aceitabilidade pelo guia de validagdo SANTE (2020).

3.3.6 Amostras reais
Apdls otimizacdo e validacdo, analisou-se a presenca de Clorpirifos em laranjas
comercializadas na cidade de Itumbiara-Go. Foram analisadas laranjas de quatro (4) lugares

diferentes, sendo trés (3) supermercados, uma (1) feira.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Otimizacdo do método ELL-PBT em laranja

Na extracdo do agrotdxico clorpirifés nas matrizes de laranja, empregando a ELL-PBT,
foram avaliados o tipo de solvente extrator (acetonitrila ou metanol) e tipo de agitacdo (vortex ou
banho ultrassom), por meio do planejamento fatorial. A avaliacao do efeito dos fatores foi realizada
pelo teste t (distribuicdo de student) com 5% de significancia e 95% de confian¢a, no qual efeitos
com valores de p<0,05 sédo significativos.

Observa-se na Tabela 2, que os dois fatores avaliados foram significativos, ou seja, ao
analisar o valor de p para o fator tipo de agitacdo, constata-se que o valor ficou menor que 0,05, e
obteve-se uma reducéo de -8,19 de recuperacdo do agrotdxico na laranja ao substituir o vortex pelo
banho ultrassénico. Menezes (2020), em seu trabalho diz que o método de agitacdo em vortex,
consiste no ato de agitar o sistema no vortex para promover a homogeneizacdo. Ja banho
ultrassénico atua promovendo a extracdo de elementos, sedimentando materiais particulados que
estdo em suspensao na solucdo, além de causar a rompimento de células vegetais. A reducdo da
porcentagem de recuperacdo do agrotoxico da laranja ao trocar o tipo de agitacdo, pode ter
acontecido devido ao fato de o banho ultrassdnico romper as particulas mais rigorosamente, e estar
promovendo alguma degradacdo do agrotoxico juntamente com os componentes da laranja.

J& no tipo de solvente, observa-se que houve uma reducdo de -32,96 de recuperacdo do
agrotoxico na matriz ao substituir o acetonitrila pelo metanol, isso pode ter se dado devido ao fato
de o metanol apresentar uma alta viscosidade quando dissolvido em &gua, em comparacao a
acetonitrila (CASSINI; ANTUNES; KELLER, 2013). Portanto, este valor € significativo, pois

apresenta valor de p<0,05.

Tabela 2: Efeito dos fatores

Fatores Efeitos Erros p-Valor

Tipo de agitagdo  -8,19 + 2,027 0,0037
Tipo de solvente  -32,96 + 2,027 2E-07
+

Fator 1 X Fator2 4,285 2,027 0,0675
Fonte: Autoria propria (2022).
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Desse modo, decidiu-se utilizar pelo ensaio 1 que consiste na agitacdo por vortex e
utilizacdo do solvente acetonitrila, que apresentou uma melhor porcentagem de recuperagédo
(95,82%). Vieira (2005) também comprovou a eficiéncia do método ELL-PBT, ao determinar os
piretréides cipermetrina, deltametrina, A-cialontrina e permetrina em agua, no qual obteve uma
porcentagem de recuperacdo que ficou dentro da faixa de aceitacdo de 70 a 120%, conforme pode

ser verificado na Figura 4.

Figura 4: Porcentagens de recupera¢do dos ensaios
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55,00 - T
40,00 -
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10,00 -
-5,00 -

=

%Recuperagao média

Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4

Fonte: Autoria propria (2022).

No trabalho realizado por Furlani et al.. (2010) foi validado o método QUEChERS para
extracdo de sete agrotoxicos em caldo de cana. Como resultado, as analises apresentaram uma
média de recuperacdo entre 62,9 a 107,5% e o coeficiente de variacdo ficou entre 5,1 e 17,6%. Ja
no trabalho realizado por Oliveira Junior (2020) validou-se o método ELL-PBT em caldo de cana
através da porcentagem de recuperacao do carbofurano. A média das porcentagens de recuperacao
(%R) obtidas foram 99,1% e 102,1% e os Coeficientes de Variagdo (CV) foram 1,87% e 1,90%.
Sendo assim, o método ELL-PBT apresentou uma melhor porcentagem de recuperagdo, menor

consumo de solventes e uma menor variagao se comparado com 0 método QUEChERS.

4.2 Validacao do método ELL-PBT em laranja

4.2.1 Seletividade

Utiliza-se a seletividade para analisar a interferéncia no metodo e as influéncias nos
resultados (RIBANI; BOTTOLI; COLLINS, 2004). Quando ndo ha sinais cromatograficos
atribuidos no mesmo tempo de retengdo do agrotoxico o metodo é considerado seletivo. Ao analisar
a Figura 5, observa-se que ndo ha interferentes no branco da laranja no mesmo tempo de retencao
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do clorpirifés (3,016 min). Desse modo, comprova-se a seletividade da ELL-PBT para

determinacdo de clorpirifés em laranja.

Figura 5: Cromatograma da seletividade do método
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Em um estudo realizado por Freitas (2020), avaliou a seletividade na determinacéo e
avaliacdo da estabilidade do 2,4-D em amostras de 4gua. O parametro foi determinado pela analise
comparativa entre os cromatogramas dos extratos da matriz isenta do 2,4-D (branco) e dos extratos
da matriz fortificada, para verificar se havia a presenca de sinais atribuidos a interferentes no
mesmo tempo de retencdo do 2,4-D. Verificou-se que a metodologia foi seletiva para o
monitoramento do analito de interesse, pois, nos cromatogramas das amostras do branco da matriz,

ndo foram detectados sinais de interferentes no mesmo tempo de retencao do 2,4-D.

4.2.2 Linearidade

Para determinar a linearidade de um método é realizado analises de padrfes do agrotoxico
injetadas em diferentes concentracdes em triplicata, sendo fortificadas em solvente com o
agrotoxico, ou branco da matriz da amostra fortificado e submetido ao método conforme executado

nesse trabalho. A Figura 6 exibe o grafico da curva analitica do clorpirifés.

min
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Para estabelecer se o coeficiente de determinacdo (R?) e a linearidade é classificada
aceitavel, o R? obtido deve ser maior que 0,99 (SANTE; 2021). Portanto, esse método € linear,
visto que o0 R? é de 0,9968-

Figura 6: Curva analitica do clorpirifds
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Fonte: Autoria propria (2022).

Silverio et al. (2012), efetuaram a comprovacdo do pardmetro em discussdo na
determinacdo de clorpirifos, A-cialotrina, permetrina e bifentrina em 29 amostras de agua coletadas
em canais de irrigacdo da regido do Projeto Jaiba, no norte de Minas Gerais. O método foi avaliado
analisando-se extratos obtidos a partir da ELL-PBT de amostras de agua que foram fortificadas
com agrotoxicos nas concentragdes 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ug L. Os coeficientes de

correlacdo linear (r) para as curvas analiticas dos quatro agrotdxicos foram superiores a 0,995.

4.2.3 Limite de deteccdo e limite de quantificacéo

O limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) sdo fundamentais pois permitem
que sejam determinados limites analiticos possiveis de alcangar com o método. O limite de
deteccdo estd associado a menor concentracdo de analito existente na amostra, que pode ser
inequivocadamente distinguida do branco. Ja o limite de quantificacdo corresponde a menor

quantidade medida, a partir da qual é possivel a quantificacdo do analito, com uma determinada
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exatidao e precisdo (MARTINS, 2016). No presente trabalho, estabeleceu-se valores dos LD e LQ
estabelecidos na matriz fortificada, em que o limite maximo de detec¢do do agrotoxico na matriz
foi de 0,05 mg. L, e o limite de quantificacio do agrotdxico na matriz foi de 0,15 mg. L. Esses
valores foram estabelecidos com base em dados publicados pela ANVISA, que estabelece que o
Limite Ma&ximo de Residuos (LMR) do clorpirifés em laranja seja de 2,0 mg/kg (BRASIL, 2019).

4.2.4 Exatidao

A matriz foi fortificada em trés niveis de concentracdo, em sextuplicatas (nivel baixo 0,25
mg. L% nivel médio 0,5 mg. L nivel alto 0,75 mg. L), realizado em um nico dia. Para
determinar se um método é exato, as porcentagens médias de recuperacdo devem ficar entre 70 e
120%. Analisando a Tabela 3, podemos observar que apenas dois valores ficaram acima do limite
méaximo, sendo um do nivel baixo e outro do nivel alto, sdo concentracGes muito baixas. Um dos
motivos que podem ter causado esses resultados é o fato do suco da laranja possuir uma estrutura
complexa. E formado por uma "mistura" aquosa de varios componentes organicos volateis e
instaveis, responsaveis pelo seu sabor e aroma, além de agUcares, acidos, sais minerais, vitaminas
e pigmentos (CORREA NETO; FARIA, 1999). Os demais ficaram todos dentro do limite

consideravel aceitavel.

Tabela 3: Niveis de concentragdo para determinacdo da exatiddo e precisdo

Precisao e Exatidao
Nivel Baixo 0,25 Nivel Médio 0,5 Nivel Alto 0,75

%Recuperagao DPR %Recuperacio DPR %Recuperagao DPR

77,93 103,46 124,63
98,98 110,01 71,61
112,29 100,85 113,45
17,33 7,79 19,10
125,61 106,19 96,86
88,69 96,41 95,47
96,51 87,53 91,69
Média geral 100,0 100,7 98,9

Fonte: Autoria propria (2022).
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4.2.5 Preciséo

A preciséo é a capacidade de repetir e reproduzir os resultados obtidos em anélises sobre a
mesma amostra. Para determinar se 0 método é preciso é necessario avaliar se o0 desvio padrao
relativo (DPR) < 20% considerado como nivel de aceitabilidade (SANTE, 2021). Desse modo,
pode-se concluir que o método é preciso, analisando a Tabela 3, pois os valores de DPR ficaram
abaixo de 20%.

No trabalho de Vieira e colaboradores (2007), utilizaram a técnica de ELL-PBT, na
determinacdo da variagdo na porcentagem de recuperagao (%R) de A-cialotrina, permetrina,
cipermetrina e deltametrina extraidas de amostras de &gua em diferentes dias. A precisao
intermediaria do método foi avaliada pelos valores da porcentagem de recuperacdo (%R) e do
coeficiente de variacdo (CV), obtidos de analises executadas em diferentes dias, pelo mesmo
analista. Os resultados obtidos para extracdo dos compostos estudados na agua bem como os
respectivos coeficientes de variacdo ficaram abaixo de 20%, que é o valor méximo considerado

como nivel de aceitabilidade para a precisao.

4.2.6 Aplicacéo do método ESL-PBT em laranjas

Foram analisadas laranjas de 4 pontos diferentes, sendo 3 supermercados e 1 feira. Foi
detectado a presenca do clorpirifés em apenas 1 dos pontos acima do limite permitido. Através da
curva analitica, a partir da equacdo disponibilizada na curva da linearidade do método y = 50304 x
+ 2403,5, foi possivel quantificar a concentracdo em miligramas do agrotoxico clorpirifos por kg
de laranja no estabelecimento 3 de 2,83 mg/kg™ de clorpirifés na amostra de laranja analisada. Na
Figura 7, pode-se observar o cromatograma do ponto 3, no qual foi detectado a presencga de
clorpirifés, no tempo de retencdo de 3,016 min.
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Figura 7: Agrotdxico clorpirifés detectado no ponto 3.
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Segundo a ANVISA o clorpirifés é permitido para o cultivo da laranja com o limite maximo
de residuo de 2 mg/kg! (BRASIL,2019). Contudo, a amostra estava com 2,83 mg/kg?,
apresentando, desse modo, residuo de clorpirifds acima do permitido.

Da Paixdo Alves (2020), realizou um trabalho no qual o agrotoxico clorpirifos foi analisado
em amostras de alface, atraves da cromatografia liquida de alta eficiéncia. De trés amostras da
matriz, uma ndo atingiu o nivel de deteccdo do equipamento, ou seja, a mesma pode ter sofrido
aplicacdo do agrotdxico abaixo do limite minimo de deteccdo (7,18 mg/kg™). Nas outras duas
amostras o agrotoxico foi detectado nas concentracdes de 55 mg/kg™? e 34 mg/kg™. Porém, a
ANVISA regulamenta que ndo haja tragos do clorpirifés em alface, mas caso ocorra aplicacdo do
defensivo, possua tragos maximos de 0,01 mg/kg™.

O agrotdxico clorpirifés subiu para o segundo lugar em relacdo ao indice de deteccGes
irregulares no periodo de 2017-2018, sendo detectado em 5,3% das amostras, com regularidade
verificada em 4,6% delas. Nesse contexto, o clorpirifos foi colocado em reavaliagéo pela ANVISA,
devido a preocupacéo em relacdo a alguns aspectos toxicologicos, sendo eles, mutagenicidade e
toxicidade para o desenvolvimento, em especial a neurotoxicidade para o desenvolvimento (DNT)
(BRASIL, 2021).
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5 CONCLUSOES

O método otimizado para a determinacdo e quantificacdo do clorpirifés em amostra de
laranja, utilizando a técnica de ELL-PBT e analise por CLAE-UV, mostrou-se eficiente e pratico.
Portanto, com poucas etapas, baixos volumes de solvente e amostra, foi possivel identificar e
quantificar o principio ativo estudado.

Nesse contexto, obteve-se resultados excelentes quanto aos parametros analisados, de modo
que se comprovou a linearidade do método na obtencédo de coeficiente de determinacdo acima de
0,99. Evidenciou-se que ndo houve interferentes do branco da laranja no mesmo tempo de retencéo
do clorpirifés mostrando a seletividade do método. Obteve-se valores dos LD e LQ estabelecidos
na matriz fortificada, no qual o limite minimo de detec¢éo do agrotoxico na matriz foi de 0,05 mg.
L, e o limite de quantificagdo do agrotoxico na matriz foi de 0,15 mg. L™t. O método apresentou
exatidao, apresentando porcentagem de recuperacdo acima de 90% e inferiores a 120 %, com a
precisdo ficando abaixo do RSD < 20 %.

As analises realizadas nas amostras reais, coletadas no municipio de ltumbiara-GO,
apresentaram residuos de clorpirifés em apenas um ponto de comercializacdo. A amostra
apresentou o Limite Maximo de Residuos (LMR) acima do permitido pela ANVISA. Nesse
contexto, é preocupante devido aos efeitos toxicoldgicos do agrotoxico clorpirifés que pode causar
mutagenicidade e toxicidade para o desenvolvimento, em especial a neurotoxicidade (BRASIL,
2021).

E de extrema importancia trabalhos como este, visto que, o uso exacerbado de agrotoxicos
pode causar diversos danos a saude humana e ao meio ambiente. Alem disso, € muito relevante,
pois o desenvolvimento de métodos validados e que consomem baixos volumes de solventes

contribuem para o monitoramento seguro dos agrotéxicos.
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