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RESUMO

Devido ao crescimento da producdo agricola, houve a necessidade do aumento do uso de
pesticidas para controle de pragas nas lavouras. Nesse cenério, o Brasil ocupa o primeiro
lugar no consumo mundial de agrotéxicos desde 2008, sendo um fator preocupante devido
aos problemas causados a salde humana e ao meio ambiente por esse uso exorbitante. A
cenoura € uma hortalica muito consumida pelos brasileiros, seja in natura ou processada e
segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no ultimo Programa de
Anélises de Residuos de Agrotoxicos (PARA), ciclo 2017-2018, foram constatadas
deteccdes irregulares do agrotéxico clorpirifés, sendo esse proibido para o cultivo da
cenoura. Nesse sentido, para analisar as cenouras comercializadas na cidade de ltumbiara-
GO, realizou-se a otimizacdo e validacdo do método extracao solido liquido com particdo a
baixa temperatura (ESL-PBT). O método se mostrou eficaz, visto que, todos os parametros
analisados, como a seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e
quantificacdo, estavam dentro do permitido para validacdo de métodos analiticos. ApGs
otimizacédo e validacdo, coletou-se cenouras de quatro pontos diferentes, as quais foram
submetidas ao método otimizado. Apds as analises, constatou-se que as amostras de cenoura
nos quatro pontos estavam contaminadas com o agrotdxico clorpirifds, em diferentes
concentracOes, 0 que é um fator preocupante devido as consequéncias do mesmo a salde
humana e ao meio ambiente.

Palavras-chave: Agrotoxicos, Contaminacdo, ESL-PBT



ABSTRACT

Due to the growth of agricultural production, there was a need to increase the use of
pesticides to control pests. In this scenario, Brazil occupies the first place in the world
ranking since 2008, being a worrying factor due to the problems caused to human health
and the environment by this exorbitant use. Carrot is a vegetable widely consumed by
Brazilians, whether fresh or processed, and according to the National Health Surveillance
Agency (ANVISA), in the last Pesticide Residue Analysis Program cycle 2017-2018,
irregular detections of the pesticide were found chlorpyrifos in carrots, which is prohibited
for carrot cultivation. In this sense, to analyze carrots from the city of Itumbiara-Go, the
optimization and validation of the liquid solid extraction method with low temperature
partition (SLE-LTP) was carried out. The method proved to be effective, since all parameters
analyzed, such as selectivity, linearity, precision, accuracy, limit of detection and
quantification, were within the limits allowed for validation of analytical methods. After
optimization and validation, carrots were collected from four different points and submitted
to the optimized method. After the analyses, it was found that the carrot samples at the four
points were contaminated with the pesticide chlorpyrifos, at different concentrations, which
is a worrying factor due to its consequences for human health and the environment.

Keywords: Pesticides, Contamination, SLE-LTP
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1 INTRODUCAO

O crescimento da populacdo mundial tem gerado a necessidade do aumento da producéo
agricola, sendo preciso 0 uso de técnicas mais elaboradas, fomentando assim o uso de pesticidas
para o controle de pragas que assolam as plantacfes. O Projeto de Lei (PL) 6.299/2022 repercute
entre 0 Senadores, a lei prevé a alteracdo do nome “agrotdxicos” para “pesticidas”, com o intuito
de suavizar uma situacéo de iminente problema, uma vez que a flexibilizacdo do uso de agrotoxicos
estd em pauta (BRASIL, 2022).

O Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking mundial, desde 2008, no uso de agrotoxicos
(FROTA; SIQUEIRA, 2021). E preocupante os perigos causados pelo uso excessivo dos
agrotoxicos para 0 meio ambiente e a saide humana, como: infertilidade dos solos, contaminacgéo
dos lencois freaticos, doencas provenientes da intoxicacdo ou exposicdo demasiada a esses
compostos. E essas questdes tém se tornado cada vez mais frequentes devido ao uso exorbitante,
inadequado e ao acimulo de residuos dessas substancias no meio ambiente (ANHOLETE;
OSORIO; VIEIRA, 2019).

A cenoura, cujo nome cientifico é Dacus carota, pertencente a familia Apiaceae, é nativa
da Europa e da Asia, ela é produzida em diversas regides do mundo e tende a se adaptar a climas
amenos, onde a temperatura esteja entre 10 e 15 °C, que é a temperatura ideal para o crescimento
saudavel das raizes, parte comestivel da hortalica (BATISTA, 2015). E uma das hortalicas mais
consumidas pelos brasileiros, seja in natura ou processada (cortada e/ou congelada). Sua
versatilidade no consumo tem atraido os produtores rurais e impulsionado a comercializacdo no
pais. As principais regides de cultivo da cenoura no Brasil se concentram nos estados de Minas
Gerais, Sao Paulo, Parana e Bahia (BRASIL, 2015).

Segundo Guimaraes e colaboradores (2012), em dados publicados pela Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), alguns fatores influenciam no ataque de pragas em
plantacfes da cenoura, e estdo relacionados com os desequilibrios causados por fatores abidticos,
como longos periodos de secas e altas temperaturas. Ainda de acordo com esses autores, essas
pragas podem ser divididas em dois grupos: pragas mastigadoras, como a lagarta-rosca (Agrotis
ipisilon), e pragas sugadoras, como pulg6es-da-cenoura (Aphis gossypii glover).

Nas andlises realizadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com

dados publicados no ultimo Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos (PARA) (Ciclo 2017
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e 2018) divulgados em 2019, 139 amostras de 353 apresentaram agrotéxicos ndo autorizados para
a cultura da cenoura. O clorpirifds esta entre os trés agrotoxicos com maiores deteccdes irregulares.
Considerando 13 tipos de alimentos monitorados, e analisadas 4.318 amostras, o clorpirifos foi
detectado em 4,6% dessas amostras (BRASIL, 2019).

O agrotoxico clorpirifés (O,0-dietil-O- (3,5,6- tricloro-2-piridinil-) fosforotioato) é
pertencente a classe dos organofosforados e apresenta alta eficiéncia no combate de insetos e pragas
inibindo a transmissdo dos impulsos nervosos. Ele é muito utilizado em culturas de alimentos e
racdes agricolas, plantas industriais e veiculos, tratamento de madeiras ndo-estrutural e controles
de pragas de interesse da satde publica, como mosquitos e formigas de fogo (PEREIRA, 2014).

Este agrotoxico € autorizado pela ANVISA para o cultivo de diversos alimentos, sendo
encontrado em grandes concentracdes na cultura de alface, abobrinha, uva e tomate (BRASIL,
2019). Para que niveis aceitaveis estejam presentes nos alimentos para consumo, deve-se seguir a
modalidade de emprego (aplicacdo), Limite méximo de residuo (LMR) e o intervalo de seguranca
preconizados pela ANVISA.

Segundo Rodrigues e colaboradores (2018), uma técnica analitica muito utilizada para a
extracdo de agrotoxicos de alimentos é a Extracdo Soélido-Liquido com Particdo em Baixa
Temperatura (ESL-PBT). Esse método ja foi utilizado para extracdo de agrotdxicos em varias
matrizes, como abacaxi (NUNES et al, 2019) e alface (COSTA et al, 2015). Em amostras de
cenoura, foi validado e aplicado ao monitoramento de residuos de agrotoxicos em 20 amostras de
cenouras produzidas no Alto do Paranaiba, Minas Gerais, Brasil (ARAUJO et al, 2016). As analises
realizadas através desse método sao eficientes, tem um nimero reduzido de etapas e baixo consumo
de solventes organicos, aproximadamente 4 mL para extracdo de agrotoxicos (Rodrigues et al,
2018).

E de grande relevancia estudar e analisar amostras de cenouras, visto que, segundo dados
publicados pela ANVISA no altimo PARA, foram encontrados agrotdxicos néo autorizados para a
cultura desta hortalica. Com base nesses dados, otimizou-se o método ESL-PBT para determinacéo
de clorpirifés em cenoura. O método otimizado foi validado e aplicado em amostras de cenoura

comercializadas em Itumbiara-GO.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral
Otimizar, validar e aplicar o método de Extracdo Sdélido Liquido com Particdo a Baixa

Temperatura (ESL-PBT) para determinacgéo de clorpirifés em cenoura.

1.1.2 Objetivos especificos

e Verificar a aplicabilidade da técnica ESL-PBT e analise por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE-UV) para extracdo de clorpirifés em cenoura;

e Otimizar os parametros de analise, tais como relacdo tipo de solvente e tipo de
agitacao;

e Empregar a quimiometria utilizando o planejamento fatorial 22 de experimentos;

e Validar o método otimizado para extracdo de clorpirifés em cenoura;

e Analisar a presenca de clorpirifés em cenouras comercializadas em de Itumbiara-

GO e regido utilizando a técnica otimizada nesse trabalho.

1.2 Justificativa

Em dados publicados pela ANVISA no ultimo PARA (Ciclo 2017 e 2018) divulgados em
2019, foram analisadas 353 amostras de cenouras, deste total de amostras analisadas 213 foram
consideradas satisfatdrias, sendo que 33 ndo apresentaram residuos dos agrotoxicos pesquisados e
180 amostras apresentaram residuos em concentracdes iguais ou inferiores ao LMR definidos na
legislacdo brasileira. Dentre as amostras analisadas, 139 apresentaram agrotoxicos ndo autorizados
para o cultivo de cenoura. Das substancias mais detectadas nessa situacdo esta o clorpirifos,
agrotoxico encontrado em 24,93% das amostras da hortalica, ou seja, em 88 amostras do total de
353 amostras de cenouras analisadas (BRASIL, 2019).

Inexistem trabalhos de anélise de clorpirifés em cenoura utilizando a ESL-PBT conforme
foi otimizada e validada nesse trabalho. Além disso, inexistem andlises locais do comércio de
Itumbiara para deteccdo de clorpirifés em cenoura. Portanto, esse trabalho tem uma grande

relevancia cientifica e local.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Clorpirifos

A partir de 2008, o Brasil ocupou o lugar de maior mercado consumidor de agrotoxicos no
mundo. O uso de agrotdxicos tendo sido parte crucial de um modelo agricola que busca elevados
indices de producdo (TAVARES et al, 2020). Ainda de acordo com esse autor, o estado de Goias
é 0 sexto colocado em comercializacdo de agrotoxicos no ano de 2020. Essas substancias usadas
de forma incorreta, se torna um risco a satde, devido a alta toxicidade de alguns produtos, a falta
de utilizacdo de equipamentos de protecdo e a debilidade dos mecanismos de vigilancia séo as
maiores razdes de doencas e intoxicacdes incitados pelos agrotoxicos (TAVARES et al, 2020).

No ultimo PARA Ciclo 2017-2018, disponibilizado pela ANVISA, foram analisadas 353
amostras de cenouras, das quais 33 ndo apresentaram residuos dos agrotdxicos pesquisados, 180
apresentaram concentragdes iguais ou inferiores ao LMR. Dentre os 153 agrotdxicos pesquisados,
apenas 30 foram detectados. Os ativos com maiores detec¢des foram procimidona (147 amostras),
piraclostrobina (143 amostras) e tebuconazol (142 amostras). Os agrotoxicos triflurarina e
tetraconazol foram os mais detectados acima do LMR. Dentre as amostras analisadas, 139
apresentaram agrotoxicos ndo permitidos para a cultura da cenoura, 0os mais detectados foram
clorpirifés, acefato e flutriafol (BRASIL 2019).

O clorpirifés age no sistema nervoso do inseto que é afetado por meio da quebra da
acetilcolina (ACh), neurotransmissor do sistema nervoso. O clorpirifés liga-se ao sitio ativo da
enzima colinesterase (ChE), quando os insetos séo expostos, impedindo a quebra da ACh na fenda
sinaptica. Provoca-se desse modo superestimulacdo das células neuronais, devido ao acumulo
resultante de ACh na fenda sinaptica, levando & neurotoxidade e consequentemente a morte
(PEREIRA, 2014).

O clorpirifos pertence a classe dos organofosforados, que séo capazes de induzir humanos
e animais a uma miopatia caracterizada pela degeneracdo de células musculares, danificando
especialmente a musculatura respiratoria. Sua estrutura quimica é apresentada na Figura 1. Alguns
impactos notados em mamiferos intoxicados por organofosforados foram, distdrbios neuroldgicos,
necrose de neurdnios e atrofia da camada molecular do cortex parietal (MARQUES; PINHEIRO,

2020). O uso exacerbado desse agrotoxico pode acarretar varios impactos ao meio ambiente e a
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salde humana. Complicacbes como a infertilidade dos solos para o cultivo devido a sua
acidificacdo; a contaminacdo de lengois freaticos por conta do fendmeno conhecido como
lixiviacdo; doencas provenientes da intoxicacdo ou exposi¢do acentuada a esses compostos tem se
tornado cada vez mais regulares devido ao uso desmedido, inapropriado e ao acimulo de residuos
dessas substancias (ANHOLETI; OSORIO; VIEIRA, 2019).

Figura 1- Estrutura quimica do Clorpirifos

S
1
Cl__N._ _OP(OCH,CH,),

|\
cl” ¢

Fonte: BRASIL, 2022

2.2 Técnica de extracgdo e analise

Segundo Anholeti, Osdrio e Vieira, (2019) uma técnica analitica de extracédo de agrotdxicos
em matrizes solidas muito eficiente que tem sido empregada com sucesso é Extracdo Solido-
Liquido com Particdo a Baixa Temperatura (ESL-PBT). Nesta técnica, a amostra solida é colocada
em um solvente orgénico (extrator), submetida a agitacdo e, em seguida, a amostra é levada ao
freezer. A baixas temperaturas, o analito desloca para a fase organica, enquanto a fase aquosa e a
amostra congelam. Com isso, é possivel injetar a fase organica em um equipamento de analise
instrumental, como o cromatdgrafo liquido, por exemplo.

Nesse trabalho, a analise instrumental apos a extracao foi a cromatografia. Ela é uma técnica
que contém processos de separacdo de misturas e identificacdo de substancias, isto €, tem por
objetivo a identificacdo, separacdo e a purificacdo de misturas. A interacdo das substancias na
mistura como estas duas fases séo influenciadas por diferentes forgas intermoleculares, incluindo

iOnica, bipolar, apolar, efeitos de afinidade e solubilidade. Esta pode ser utilizada para
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reconhecimento das substancias, na comparagdo com padrdes. Classifica-se as diferentes formas
de cromatografia da seguinte forma: a classificacdo pela forma fisica do sistema cromatografico
(coluna ou planar); classificacdo pela fase movel empregada (gés, liquido ou fluido supercritico);
classificacdo pela fase estacionaria utilizada (liquida, sélida ou liquido ligado) e a classificacdo
pelo modo de separacdo (adsorcdo, particdo, troca ibnica, tamanho molecular) (CRUZ;
VENANCIO; SILVA, 2018; DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica versatil, devido ao grande
numero de fases estaciondrias existentes, que possibilitam analises e separacGes de uma ampla
cadeia de compostos com alta eficiéncia. Tem sido empregada em varias &reas da ciéncia, no
acompanhamento de sinteses, em analises de pesticidas, feroménios, segregacdo de produtos
naturais e sintéticos e na producao e controle de qualidade de medicamentos, entre tantas outras
aplicacbes. As separacdes em CLAE podem se dar por absorgédo, particdo ou ambos (CRUZ;
VENANCIO; SILVA, 2018).

2.3 Planejamento experimental

O planejamento de experimentos é utilizado para a realizagdo de uma sequéncia de coletas
de dados experimentais para alcancar determinados objetivos. Ha diversos métodos de
planejamento experimentais disponiveis na literatura, como: Planejamento Composto Central,
Planejamento Box-Behnken e Planejamento Doehlert (NOVAES et al. 2017). Entretanto, o
planejamento fatorial € o mais indicado quando o objetivo é estudar os efeitos de duas ou mais
variaveis de influéncia, que em cada tentativa ou réplica, todas as combinacdes possiveis do nivel
de cada variavel sdo analisadas. Torna-se muito vantajoso a utilizacdo do planejamento, visto que
h& uma reducdo do nimero de ensaios, sem prejuizo da qualidade da informacdo, indicacdo da
confiabilidade dos resultados e sele¢do das variaveis que induzem um processo com nimero curto
de ensaios (CUNICO et al. 2008).

O trabalho realizado por Goulart e colaboradores (2016) utilizou a ESL-PBT para extracao
de carbofurano em solo, o0 experimento foi executado obedecendo o planejamento fatorial 22. A
andlise foi realizada para estudar o comportamento simultaneo do tempo de agitacdo e da solugéo

extratora. Foram utilizados 4 niveis e 8 ensaios, onde obteve resultados satisfatorios.
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No trabalho realizado por Aguiar Junior (2019) utilizou-se o método Disposable Pippete
Tip Extraction (DPX) de extracdo de residuos do carbendazim de suco de laranja, empregando o
solvente baseado na imobilizacéo térmica sobre silica Si(PGPMS), que foi validado de acordo com
o protocolo de validacdo de métodos de determinacdo de residuos de agrotoxicos em alimentos,
proposto pela Comunidade Europeia (SANTE, 2021). Esse protocolo é o mais utilizado e
reconhecido dentre os utilizados nas referéncias quanto as metodologias analiticas para
determinacdo de residuos de agrotoxicos, devido a obtencédo de critérios rigorosos e bem precisos

para aceitacdo dos parametros analiticos de uma metodologia.

2.4 Validacédo do método ESL-PBT

Para que haja a validacdo de um método, ha alguns parametros que sdo trabalhados. A
linearidade, limite de deteccdo e quantificacdo, seletividade, exatiddo e precisdo, sdo alguns
exemplos.

A linearidade de um método, segundo Martins (2014), esta relacionada a capacidade do
mesmo em produzir um sinal que seja diretamente proporcional a concentracdo do analito, dentro
de uma determinada gama de trabalho. Nesse sentido, para que haja a construgdo da curva de
calibracdo, € necessario que haja ao menos cinco pontos, nao incluindo o zero da curva, para que
de fato ndo haja erros eventuais associados.

O Limite de Deteccdo (LD) esta relacionado a mais baixa concentracdo do analito em
anélise na relacdo ingrediente ativo, que se refere a matriz que pode ser detectada com certa
confiabilidade utilizando determinado procedimento experimental. Ja a determinacao do Limite de
Quantificacao (LQ) diz respeito a mais baixa concentracdo que pode ser identificada e quantificada
em determinada matriz com certo limite de confiabilidade, geralmente entre 95% e 99% (IMOTO;
FREITAS, 2008).

Brito e colaboradores (2003) afirmam que a seletividade determina a capacidade do método
em detectar o analito de interesse na presenca de outros componentes da matriz. Em técnicas como
anélises cromatograficas, esse pardmetro pode ser estabelecido pela comparacdo do resultado
obtido com a combinac&o de vérios fatores.

A precisdo de um método esta relacionada com o fornecimento da disperséo dos valores

medidos em torno de um valor médio, e seu valor numérico é definido pelo desvio padréo relativo,
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ou DPR, se tratando de analises de amostras contendo a mesma quantidade das espécies de
interesse. Ja a exatiddo pode ser estabelecida mediante comparacdo entre os valores obtidos pelo
método proposto com os valores obtidos para as mesmas amostras com outro metodo validado ou
por ensaios de recuperacdo. Ao final, estabelece-se, desse modo, o nivel de confianca de acordo

com o intervalo de concentracdo (BRITO et al. 2003).
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3 MATERIAIS E METODOS

De inicio, foi empregada a metodologia de extracdo do clorpirifds na cenoura utilizando o
método de ESL-PBT, seguido de andlise por CLAE-UV, conforme metodologia proposta por
Cardoso e colaboradores (2021). Essa técnica foi otimizada e validada para analise de carbaril em
banana.

Para a verificacdo da aplicabilidade do método, foram obtidas cenouras cultivadas sem

aplicacdo de nenhum tipo de agrotoxico.

3.1 Verificacéo da aplicabilidade do método ESL-PBT em amostras de cenoura

Apos liquidificar a casca e a polpa da cenoura livre de agrotdxicos, pesou-se 1 g do material
obtido e colocou-se em frascos de vidro transparentes (22 mL). Posteriormente, as amostras foram
fortificadas com 200 pL de solugdo-padrdo contendo o agrotoxico clorpirifos, para que nos extratos
finais fosse obtida uma concentragdo de 5,0 mg. L™ do agrotdxico, e, em seguida, foram
homogeneizadas. Apds fortificacdo, as matrizes, em triplicata, foram submetidas a extracdo ESL-
PBT. Também, fez-se um “branco” da cenoura, ou seja, uma duplicata sem adicdo do padréo de
clorpirifés, para verificar a seletividade da ESL-PBT em comparacao com as amostras fortificadas.

A extracdo pelo método ESL-PBT se deu da seguinte forma nas amostras fortificadas e no
branco da matriz: foram adicionados 2 mL de &gua purificada, 4 mL de acetonitrila, e
homogeneizagdo por 60 segundos em vortex. Apos essa etapa, os extratos foram resfriados a -20°C
por 3 horas em freezer para particdo a baixa temperatura, como mostrado na Figura 2, e apds

retirou-se 1 mL de fase organica para analise cromatografica.
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Figura 2 - Extratos de cenoura ap0s resfriadas a -20°C.
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C. ACN: cenoura com solvente acetonitrila;
C. MET: cenoura com solvente metanol; C.B cenoura branco

Fonte: Autoria propria

3.2 Andlise por CLAE-UV

Foi utilizado um cromatografo liquido Shimadzu LC-20AT com detector UV/VIS
Shimadzu SPD. As condi¢Bes cromatogréaficas foram: coluna cromatografica C18 (Modelo Coluna
KINETEX® 5u EVO C18 100A 150 x 4,6 mm); fase movel: dgua purificada: acetonitrila 65:35
(v:v), vazdo da fase mével: 0,8 mL. min't; temperatura da coluna: 35°C e volume de inje¢do:20
uL; detector UV (A: 213 nm).

3.3 Otimizacéao e Validagéo

Apds verificada a aplicabilidade da técnica ESL-PBT para extracdo de clorpirifés em
cenoura através da analise dos cromatogramas e porcentagens de extracao obtidos pela metodologia
de Cardoso e colaboradores (2021), essa técnica foi otimizada para anélise de cenoura. Dois fatores
foram analisados: tipo de solvente extrator (acetonitrila ou metanol), e tipo de agitacdo (vortex e
banho ultrassénico). Como sdo dois fatores em dois niveis, essa otimizacdo é chamada de
planejamento fatorial 22, para avaliagdo do comportamento simultaneo de dois fatores, conforme
Tabela 1. As analises foram feitas em triplicata. Na Figura 3 pode-se observar as amostras com 0s
dois tipos de solvente extrator.
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Tabela 1 - Planejamento fatorial 22 para matrizes de cenoura fortificadas.

Fatores Codificados Fatores originais
Ensaios 1 2 T.A S.E
1 - - \Y ACN
2 + - us ACN
3 - + V MET
4 + + uUs MET

T.G=Tipo de Agitacdo; S.E= Solugdo extratora; ACN= Acetonitrila; MET= Metanol V= vértex US= Ultrassom
Fonte: Os autores (2022).

Figura 3 - Amostras com os solventes extratores metanol e acetonitrila.

Fonte: Autoria propria.

Na validacdo foi utilizado o protocolo europeu para validacdo de métodos para anélise de

agrotoxicos em alimentos (SANTE, 2021), conforme apresentado nos topicos seguintes.

3.3.1 Seletividade

Para a verificacdo da seletividade do método, injetou-se no cromatografo um branco da
cenoura, e a matriz fortificada com o agrotoxico clorpirifds, submetidos ao ensaio otimizado do
planejamento fatorial. Em sequéncia analisou-se e comparou-se 0s tempos de retencdo de ambos

para a comprovacao da seletividade.
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3.3.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada a partir da construcdo de uma curva analitica preparada na matriz.
Injetou-se amostras de cenouras fortificadas com o padrdo clorpirifés em concentracdes de 0,15;
0,2;0,3;0,4;0,5;0,6; 0,7 mg. L%, e submeteu-se ao método de extracdo também utilizando o ensaio
otimizado. Em sequéncia, construiu-se uma curva analitica no programa Excell®, para verificar a

linearidade do método.

3.3.3 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacéo

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados baseando-se nos
parametros das curvas analiticas obtidas pela fortificacdo das amostras. Para o LQ, o clorpirifos foi
injetado em concentragdes decrescentes até a auséncia de sinal cromatogréfico. A menor
concentracdo que possibilitou a visualizacdo de sinal foi injetada em triplicata e os valores foram
submetidos ao teste do desvio padréo relativo. Para determinar o LD do método de ESL-PBT, 0s

valores de LQ foram divididos por 3.

3.3.4 Exatidao

Avaliou-se a exatiddo a partir da fortificagdo/recuperacdo em sextuplicata. A matriz foi
fortificada em trés niveis de concentragdo, em triplicata (nivel baixo - 0,15 mg. L%; nivel médio -
0,45 mg. L% nivel alto - 1,5 mg. LY. 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 Precisdo

Para determinar a precisdo do método, avaliou-se o desvio padrdo relativo (DPR), de
matrizes fortificadas em trés niveis de concentracdo em sextuplicata, (nivel baixo - 0,15 mg. L?;
nivel médio - 0,45 mg. L% nivel alto - 1,5 mg. L™!). Em sequéncia, analisou-se o RSD < 20%, que

¢ o valor considerado como nivel de aceitabilidade.
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3.3.6 Deteccao de clorpirifés em amostras de cenouras comercializadas em Itumbiara
-GO

Apds otimizacdo e validacdo do método de extracdo de clorpirifés, analisou-se a presenca
de clorpirifés em cenouras no comércio de Itumbiara-GO. Foram analisadas cenouras coletadas em

quatro pontos diferentes, sendo trés supermercados e uma feira livre.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Otimizacdo do método ESL-PBT em cenoura

Para a execucdo das andlises foram realizados 4 ensaios e 3 replicatas, avaliando o tipo de
solvente extrator (acetonitrila ou metanol) e tipo de agitacdo (vortex ou banho ultrassdnico), por
meio do planejamento fatorial 22,

A avalicdo do efeito dos fatores foi realizada pelo teste t (distribuicdo de student) com 5%
de significancia e 95% de confianca, no qual efeitos com valores de p<0,05 sdo significativos.
Observa-se na Tabela 2, que apenas o fator 2 foi significativo, ou seja, a mudanca de solvente
organico de acetonitrila para metanol proporcionou uma reducdo de 56,24% na recuperacao do
clorpirifés na matriz cenoura. Em relagdo ao tipo de agitacdo, houve uma diminuicdo de 2,325 %
na recuperacdo do clorpirifoés quando se utilizou o banho ultrassénico, porém nao foi significativo.

Portanto, escolheu-se o banho ultrassénico pelo fato de ser mais rapido na agitacdo das

amostras, podendo agitar varias a0 mesmo tempo ao passo que o vOrtex agita apenas uma por vez.

Figura 4 - Porcentagens de recuperacao de clorpirifos dos ensaios.
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Fonte: Autoria propria

Apds avaliar os efeitos dos fatores decidiu-se utilizar o ensaio 2, banho ultrassénico e o
solvente acetonitrila, que obteve 92,56% de recuperacao. Contudo, o ensaio 1, Vortex e o solvente
acetonitrila, apresentou uma maior porcentagem de recuperacdo como mostrado na Figura 4, porém

ndo é estatisticamente significativo.
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Tabela 2: Efeitos dos fatores

Efeitos Erros P

Média 67,11 + 0991  3E-12
Tipo agitacao -2,325 + 1982  0,2746
Tipo de solvente  -56,24 + 1,982  3E-09
1x2 302 + 1982 0,1661

Fonte: Autoria propria.

Nunes e colaboradores (2019), também comprovaram a eficiéncia do método ESL-PBT na
determinacdo do carbaril em abacaxi, no qual obteve uma porcentagem de recuperacao que ficou

dentro da faixa de aceitacdo de 70 a 120%, conforme estabelecido pelo guia SANTE (2021).

4.2 Validacao do método ESL-PBT em cenoura

4.2.1 Seletividade

A cenoura pode conter alguns componentes que pode interferir nas andlises, como
carboidratos, fibras alimentares, proteinas (SILVA, et al 2016) , e a seletividade é usada para
estudar a interferéncia no método e as influéncias nos resultados (RIBANI; BOTTOLI; COLLINS,
2004). Quando ndo ha ocorréncia de sinais cromatograficos atribuidos no mesmo tempo de
retencdo do agrotoxico o método é considerado seletivo. Verifica-se (Figura 5), que ndo ha
interferentes do branco da cenoura no mesmo tempo de retencdo do clorpirifds (3,67 min), o que

comprova a seletividade da ESL-PBT para determinacéo de clorpirifés em cenouras.
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Figura 5 - Cromatograma da seletividade do método.
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Lara (2014), avaliou esse parametro na analise de trés agrotoxicos, sendo eles, Procimidona,

Haloxyfop-Metil e Linuron. A autora comparou cromatogramas de extrato de cenoura isenta de

agrotoxicos, com extratos da matriz fortificada com 10 ppm dos agrotoxicos monitorados. Apos

comparagao dos cromatogramas, ndo foi observado nenhum interferente como resposta nos tempos

de retencdo a ESL-PBT dos analitos de interesse para nenhum dos agrotoxicos.

4.2.2 Linearidade

A linearidade de um método se da com a analise de padrdes do agrotoxico injetadas em

diferentes concentracdes em triplicata, sendo fortificadas em solvente com o agrotéxico, ou 0

branco da matriz da amostra fortificado e submetido ao método conforme realizado nesse trabalho.

A Figura 6 abaixo apresenta o grafico da curva analitica do clorpirifos.
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Figura 6 - Curva analitica do clorpirifds
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Fonte: Autoria prépria

Para determinar se o coeficiente de correlacdo (r) e a linearidade é considerada aceitavel, o
r obtido deve ser maior que 0,90 (SANTE; 2021). Desse modo, como observado na Figura 6, esse

método é linear, visto que o r obteve um valor de 0,9983, sendo a raiz quadrada de R?.

Pinho (2007), realizou a verificagdo do parametro em questdo utilizando a ESL-PBT na
matriz tomate, utilizando quatro tipos de agrotoxicos diferentes, sendo eles, A-Cialontrina,
Clorpirifos, Cipermetrina e Deltametrina. Ao utilizar o teste t de “Student”, apds calculos
realizados, concluiu-se que os coeficientes obtidos foram significativos para os quatro agrotoxicos,
apontando os valores 0,9545; 0,9460; 0,9368; 0,9857 respectivamente, expondo, desse modo, a
linearidade do método.

4.2.3 Limite de deteccao e limite de quantificacéo

O limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) sdo importantes pois permitem
que sejam estabelecidos limites analiticos possiveis de alcancar com o método. O limite de
deteccdo corresponde a menor quantidade de analito que pode ser detectada em uma amostra. J& 0
limite de quantificacdo estd relacionado a menor concentragdo do analito possivel de ser
quantificada em uma determinada amostra. (MARTINS, 2016). Abaixo observa-se os valores dos

LD e LQ estabelecidos na matriz fortificada, no qual o limite maximo de deteccdo do agrotdxico
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na matriz foi de 0,05 mg.L?, e o limite de quantificacdo do agrotdxico na matriz foi de 0,15 mg.L"
1.

Mansur (2013), analisou nas matrizes macé e tomate diferentes agrotoxicos. Para a macg,
analisou-se os agrotdxicos Clorpirifés, Deltametrina e Tiametoxam. E para o tomate, 0s
agrotoxicos Clorpirifos, A-cialotrina, Cipermetrina e Deltametrina. Nessa pesquisa, utilizou-se duas
técnicas, sendo elas QUEChERS e ESL-PBT, contudo a ESL-PBT apresentou menores valores de

LD e LQ, para todos os compostos nas duas matrizes, sendo, portanto, mais eficiente.

4.2.4 Exatidao

A exatiddo foi avaliada através da fortificacdo/recuperacdo. A matriz foi fortificada em trés
niveis de concentragdo, em sextuplicatas (nivel baixo 0,15 mg L™%; nivel médio 0,45 mg L:; nivel
alto 1,5 mg L). Observando a Tabela 3, podemos concluir que 0o método é exato, pois as
porcentagens médias de recuperacdo das seis replicatas ficaram entre 70 e 120%, apresentando

apenas um valor acima do limite maximo.

Tabela 3 - Niveis de concentracdo para determinacdo da exatidao e preciséo.

Nivel Baixo 0,15 Nivel Médio 0,45 Nivel Alto 1,5
% media de %meédia de % média de
DPR DPR DPR
Recuperacgao Recuperacgao Recuperacao
97,00 116,51 96,02
78,89 95,48 100,64
86,30 114,63 101,40
17,7 10,29 3,58
125,36 96,80 99,18
96,44 96,75 105,93
112,98 96,35 96,83
Média geral
102,75 100
99,45

Fonte: Autoria propria
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Alguns dos motivos que podem ter causado esse valor é o fato de estar em uma concentracdo
muito baixa e a matriz apresentar uma estrutura muito complexa, pois contém carboidratos ; fibras
alimentares; proteinas; lipidios; minerais (calcio, magnésio, potassio, sodio, fésforo, manganés,
ferro, cobre e zinco); vitamina C; e carotenoides, com destaque para o [3-caroteno (pré-vitamina A)
(SILVA, et al 2016). Nesse contexto, as porcentagens de recuperacdo obtidas nos trés niveis
ensaiados mostraram-se superiores a 90%. deste modo ha uma boa exatiddo do método proposto.

4.2.5 Precisido

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

No trabalho realizado por Lara (2014), analisou-se 0s seguintes agrotoxicos, haloxyfop-
metil, Linuron, Procimidona na matriz cenoura, por meio do método ESL-PBT, de modo que as
amostras foram fortificadas em seis replicatas nas concentragdes de 0,5, 1,0 e 1,5 mg kg. Os
resultados foram expressos pelo coeficiente de variacdo (CV). A preciséo ficou dentro do intervalo
do CV <20 %.

4.2.6 Aplicacéo do método ESL-PBT em cenouras

Foram analisadas cenouras de 4 pontos diferentes sendo 3 supermercados e 1 feira, foi
escolhido pontos distantes para que abrangesse, de uma certa forma, a cidade inteira, na qual foi
detectada a presenca de clorpirifds em diferentes concentragdes. A partir da curva analitica, atraves
da equacdo disponibilizada na curva da linearidade do método, y = 51230x-473,12 e também
considerando a porcentagem de recuperacdo do clorpirifés no ensaio 2, solvente extrator
acetonitrila e tipo de agitagdo banho ultrassénico, (92,56%), foi possivel quantificar a concentracdo
em miligramas do agrotoxico clorpirifés por kg de cenoura, como mostrado na Tabela 4.
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Tabela 4 - Resultados das amostras reais em mg/kg.

Ponto Resposta do mg de clorpirifos por kg de
detector cenoura
1 24.558 1,96 mg
2 9.841 0,8 mg
3 35.054 2,76 mg
4 11.618 0,96 mg

Fonte: Autoria propria

No cromatograma da Figura 7, observa-se que o clorpirifés em cenoura apareceu no tempo
de retencdo de 3,67 minutos. Esse cromatograma é do ponto 4 e todos os pontos tiveram
cromatogramas semelhantes, mostrando a presenca do clorpirifés nas amostras de cenoura

comercializadas em supermercados e feira de Itumbiara-GO.

Figura 7 - Cromatograma do agrotéxico detectado no ponto 4 analisado.
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Em dados publicados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), foi
exposto que agrotdxico clorpirifés ndo é permitido para o cultivo da cenoura (BRASIL, 2019).
Porém, esse agrotdxico é permitido para outras culturas como o tomate, podendo chegar ao limite
méaximo de residuo de 0,5 mg/kg™? (SANTOS, 2021) e paraa magd 1 mg/kg * (PUSSENTE, 2008).
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No trabalho realizado por Da Paixao Alves (2020), o agrotédxico clorpirifos foi analisado
em amostras de alface, através 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 detec¢do (7,18 mg/kg). Nas outras duas
amostras o agrotéxico foi detectado nas concentracbes de 55 mg/kg e 34 mg/kg. Contudo, a
ANVISA determina que ndo tenha tracos do clorpirifés em alface, mas caso ocorra aplicacdao do
defensivo, possua tracos maximos de 0,01mg/kg.

Considerando a alface, percebe-se que os valores encontrados em cenoura dos pontos 1,2 e
3 estdo baixos, e 0 ponto 4 bem alto. Nesse contexto, mesmo tendo sido baixo na maioria dos
pontos, é preocupante, pois é um agrotdxico que ndo é permitido para a cultura, ou seja, ndo pode
ser aplicado em nenhuma concentragdo, mesmo pequena. No periodo de 2017-2018, esse
ingrediente ativo foi detectado em 5,3% das amostras, com irregularidade verificada em 4,6%
delas, subindo para o segundo lugar em relacdo ao indice de detecc@es irregulares. Nesse cenario,
o agrotoxico foi colocado em reavaliacdo pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), devido a preocupacdo 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
cenoura, utilizando a técnica de ESL-PBT e anélise por CLAE-UV, mostrou-se eficiente e pratico.
Desse modo, com poucas etapas, baixos volumes de solvente e amostra, foi possivel identificar e
quantificar o principio ativo estudado.

Nesse sentido, pode-se obter resultados excelentes quanto aos parametros analisados, de
modo que se comprovou a linearidade do método na obtencdo de 0,9968 no valor do r. Fica
evidenciado que ndo houve interferentes do branco da cenoura no mesmo tempo de retencdo do
clorpirifés mostrando a seletividade do método. Os valores obtidos dos LD e LQ estabelecidos na
matriz fortificada foram de, limite méaximo de deteccio do agrotdxico na matriz 0,05 mg.L?, e o
limite de quantificacéo do agrotoxico na matriz 0,15 mg.L™*. Garantiu a comprovagao da exatiddo,
apresentando porcentagem de recuperagéo acima de 90% e inferiores a 120 % e a preciséo ficando
dentro do intervalo do RSD <20 %.

As analises realizadas nas amostras reais, coletadas no municipio de ltumbiara-GO,
apresentaram residuos de clorpirifés em todos 0s quatro pontos de comercializacao.

Em suma, trabalhos como este s&o muito importantes, pois contribuem significativamente
com a ciéncia, além de trazerem muitas possibilidades de trabalhos futuros, como a analise do

efeito de matriz do clorpirifés em cenoura e outros agrotoxicos nessa cultura.
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