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Resumo ‘$

O Brasil é o maior produtor mundial de laranjas e o principal exportador de seu suce. cultivo de
laranja, o pesticida clorpirifés, conhecido por sua alta toxicidade, é amplamente :il' , com sua

concentragio ndo permitida a exceder 2 mg.kg". Embora a aplicacio de clorpirifds seja proibida em
muitos paises, seu uso no Brasil estd atualmente sob revisdo. Portanto, descnvolver técnicas
otimizadas e validadas para detectar este composto é crucial para a saude publica e protecdo
ambiental. O método de Extra¢do Liquido-Liquido de Particdo em '»ﬁ%:peratura (LTPLLE)

provou ser uma alternativa eficiente para extragdo de pesticidas de di sgmatrizes ambientais e
alimentares. Este estudo teve como objetivo otimizar e validar o L para extrair clorpirifés do
suco de laranja, seguido de andlise por Cromatografia Liqui ta Eficiéncia com detecgdo
ultravioleta (HPLC-UV). A sustentabilidade do método foi fada usando a ecoescala analitica. A

metodologia foi aplicada em amostras de suco de laranja adquirida$ em supermercados e mercados de
Itumbiara, Goias. O método LTPLLE, otimizado e Validad(yaeste estudo, apresentou boa seletividade,
linearidade (R2 > 0,99), alta exatiddo e precisdo, com taxas de recuperagdo acima de 90% e abaixo de
120%, e desvio padrdo relativo (RSD) < 20%. Emérelacdo a ecoescala analitica, o método obteve
pontuacdo 84, indicando um excelente perfi iental. A andlise das amostras de suco
comercializadas em Itumbiara-GO detectouw 2 gkg' de clorpirifés em uma das amostras, valor
que excede o limite miximo de residuo est& ido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA).
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Chlorpyrifos analysis: opti %, validation, and application in orange juice samples in
Itumbiara, Brazil

Abstract

Brazil is the world' c%t producer of oranges and the leading exporter of its juice. In orange
cultivation, the pegtigide chlorpyrifos, known for its high toxicity, is widely used, with its concentration
not allowed to eﬁ? 2 mg.kg™. Although the application of chlorpyrifos is banned in many countries,
its use in B@ is currently under review. Therefore, developing optimized and validated techniques
for dete this compound is crucial for public health and environmental protection. The Low-
Tempera Partitioning Liquid-Liquid Extraction (LTPLLE) method has proven to be an efficient
df%(e for pesticide extraction from various environmental and food matrices. This study aimed to
optimize and validate LTPLLE to extract chlorpyrifos from orange juice, followed by analysis using
High-Performance Liquid Chromatography with ultraviolet detection (HPLC-UV). The method's
sustainability was assessed using the analytical eco-scale. The methodology was applied to orange
Juice samples purchased from supermarkets and markets in Itumbiara, Goids. The LTPLLE method,
optimized and validated in this study, showed good selectivity, linearity (R? > 0.99), high accuracy
and precision, with recovery rates above 90% and below 120%, and a relative standard deviation
(RSD) < 20%. Regarding the analytical eco-scale, the method scored 84, indicating an excellent
environmental profile. The analysis of the juice samples commercialized in Itumbiara-GO detected
2.83 mg.kg ™ of chlorpyrifos in one of the samples, a value exceeding the maximum residue limit set by
the Brazilian Health Regulatory Agency (ANVISA).
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1 Introducao

Com a crescente demanda por maximizagdo da produgdo agricola, o uso indiscriminado de
agrotéxicos para o controle de pragas tornou-se uma preocupacdo ambiental e de satide publica cada
vez mais relevante (Silva et al., 2019). Desde 2008, o Brasil é o maior consumidor de agrot6xicos no
mundo, dependente de um sistema de produgdo agricola que gera sérios riscos a saide, como
bradicardia, miose, espasmos intestinais e bronquicos, além de problemas neurolégicos, como
convulsdes e fibrilagdes musculares (Cassal et al., 2014). Estima-se que a populacdo brasileira
consuma, em média, 7 kg de agrotdxicos por pessoa anualmente, o que evidencia o impacto
preocupante tanto em nivel individual quanto coletivo (Frota; Siqueira, 2021).

Em um levantamento sobre a caracterizacdo das condi¢des de trabalho relacionadas SO de
agrotdxicos por pequenos agricultores na Paraiba, verificou-se que a maioria deles utiliza@otoxicos
em condi¢des irregulares, agravando o potencial de geracdo de doencgas ocupa 'O%r.h odos os
agricultores afirmaram nfo ter recebido treinamento sobre a seguranca nesse tipg de Srab 0, 0 que é
extremamente preocupante (Gomes et al., 2019).

De acordo com Yang et al. (2024), o uso generalizado de agrotoxicos na agricultura
frequentemente resulta na presenca de multiplos residuos desses compgst icos nos alimentos, o
que pode acarretar riscos cumulativos a saide humana. Nesse contexto, anja, uma das frutas mais
cultivadas com adicdo de agrotdxicos, destaca-se por sua popularidé%devido aos altos niveis de
vitamina C, sendo considerada essencial para uma dieta sauddv nto, as plantagdes de laranja
sdo frequentemente afetadas por pragas e doencgas que prejudi ualidade dos frutos, seja para a
industria de sucos ou para o mercado de frutas frescas. O sucessoe’da citricultura, além dos aspectos
relacionados a implantacdo do pomar, depende do manejo }lequado em todas as etapas de produgdo
(Dechen; Castro; Nachtigall, 2004).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigildnecia Sanitdria (ANVISA), dados publicados no
Programa de Andlise de Residuos de Agrotéxico A) (Ciclo 2017-2018), divulgado em 2019,

indicam que, das 382 amostras de laranja anali ,"139 continham agrotéxicos nao autorizados para
essa cultura (ANVISA, 2019). O clorpirifés articular, foi detectado em 8,12% dessas amostras.
Adicionalmente, quatro outros agrotdxicos; foram identificados de maneira irregular, incluindo
carbofurano, 2,4-D, boscalida e ciroma#zi NVISA, 2019). O dltimo relatério do PARA, divulgado

em 2023, revelou uma reducio de’ ma metade das amostras de laranja com potencial risco agudo
para o consumidor em comparacga %ciclo anterior. No entanto, o clorpirifés foi detectado em 9,02%
das amostras, dentro do li <Q. ermitido pela ANVISA de 2 mg.kg"' (ANVISA, 2023).

O relatério também destacou que o clorpirifés foi o quinto agrotéxico mais detectado de forma
irregular em alimentos,scom”incidéncias em amostras de aveia, uva, abobrinha, couve, pepino,
morango, brécolis, @ e pimentdao. De acordo com o relatério, uma detec¢do irregular ocorre
quando um in%re i tivo ndo autorizado para a cultura é encontrado ou quando o valor do Limite
Maiximo de Res& MR) € ultrapassado (ANVISA, 2023).

Esse %(;t ico ja havia sido submetido a reavaliagcdo pela ANVISA devido a preocupacdes
com suzi@e ade, incluindo efeitos mutagé€nicos e neurotéxicos, principalmente em relacdo ao

desenvo nto neuroldgico (ANVISA, 2021). Estudos indicam que a atividade inibitéria da enzima
a inesterase provocada pelo clorpirifés afeta o sistema nervoso auténomo e somético, causando
gra roblemas a satide dos seres vivos (Laguna; Ananias, 2023). O uso continuo desse pesticida na

agricultura pode, portanto, acarretar sérios riscos a saide publica.

A Extracdo Liquido-Liquido com Parti¢do em Baixa Temperatura (ELL-PBT) tem se destacado
como uma alternativa eficiente para a extracdo de agrotoxicos em diversas matrizes ambientais e
alimentares (Menezes et al., 2021; Oliveira Junior et al., 2022; Silvério et al., 2012; Vieira; Neves;
Queiroz, 2007). Esse método tem ganhado popularidade nos tltimos anos devido a simplicidade de
suas etapas, a baixa intervencdo do analista e ao custo reduzido, sendo amplamente aplicivel em
laboratdrios de andlises quimicas (Oliveira Junior ef al., 2022).

Com base nessas informacdes, o presente trabalho teve como objetivo otimizar e validar a
metodologia analitica de extracdo de clorpirifés em sucos de laranja por meio da ELL-PBT e realizar
sua andlise utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector ultravioleta (CLAE-
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UV). Posteriormente, a metodologia foi aplicada em amostras de suco de laranja comercializadas em
supermercados e na feira da cidade de Itumbiara, estado de Goias (GO).

Além dos aspectos de desenvolvimento do método ELL-PBT, a sustentabilidade desse método
foi avaliada utilizando a ecoescala analitica proposta por Galuszka et al. (2012). A ecoescala € uma
ferramenta semiquantitativa que atribui pontos de penalidade de acordo com critérios pré-definidos,
como a quantidade de reagente consumido, o perigo atribuido aos reagentes e a quantidade de residuos
gerados, entre outros.

Nas secOes subsequentes deste artigo, serd apresentada a fundamentacdo tedrica sobre o
comércio de agrotdxicos, a utilizacdo do clorpirifés e seus efeitos a sadde, bem como o
desenvolvimento de métodos de andlise de agrotdxicos (secdo 2). Em seguida, serd descrito o método
de pesquisa (secdo 3), que se baseou na otimizacdo, validagdo e aplicacdo da ELL-PBT aa
determinacdo de clorpirifés em sucos de laranja, seguido pela apresentacdo dos resultad 0s
(secdo 4). Por fim, na se¢do 5, serdo expostas as consideracgdes finais.

2 Referencial tedrico & §
A comercializag¢do de agrotéxicos no Brasil apresentou um crescimento ace o até 2013. No
entanto, com a crise econdmica de 2014, houve uma desacelera¢do, sendo; que, em 2017, o pais

ultrapassou a marca de 500 mil toneladas por ano. Os estados de maior pro o agricola como Mato
Grosso, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul, Parana, Goias, Minas Gerais, to Grosso, Bahia e Santa
Catarina responderam por 90% de toda a comercializacdo de agrotOxicos. Especificamente, Mato
Grosso e Sao Paulo comercializaram, respectivamente, 100.638 .232 toneladas, totalizando
518.564 toneladas no ano de 2017. O Brasil lidera o mercado ial"de agrotéxicos, com vendas que

somaram U$$ 7,125 bilhoes, superando os Estados Unidos (Tav et al., 2020).

O clorpirifés pertence a classe dos organofosforados ?tem o nome quimico O,0-dietil O-3,5,6-
tricloropiridin-2-ol fosforotioato. Este composto é eficaz no combate a insetos e pragas, inibindo a
transmissdo de impulsos nervosos nesses orga.ms E utilizado como inseticida, acaricida e
nematicida, sendo classificado como um agrotox balxa solubilidade em dgua (<10 mg.L™)
(PPDB, 2024; PUBCHEM, 2024).

A ANVISA autoriza o uso do clorpm% diversos cultivos, como abacaxi, arroz, chuchu e
beterraba, desde que respeitados os limite siduos permitidos para cada alimento. Esse pesticida é

encontrado em concentracdes significati m culturas como alface, abobrinha, uva tomate e frutas
citricas, como a laranja, cujo Li ite imo de Residuo (LMR) é de 2 mgkg', valor aplicavel
também para outras frutas citric ISA, 2022). A aplicagdo € foliar, e o periodo de caréncia € de

21 dias (ANVISA, 2022).

O clorpirifés € conhecidg por vérias marcas registradas, sendo inicialmente comercializado pela
Dow Chemical Company, agora Corteva Agriscience, desde 1965. Pesquisas sugerem que a exposicao
crOnica a este com std associada a efeitos neuroldgicos, transtornos do desenvolvimento e
problemas aut01 n especialmente em criangas. Sua proibicio nos Estados Unidos foi
impulsionada p %estudo de 2012 da Universidade de Columbia, que analisou 40 criangas expostas
ao clorpirifgs te a gestacdo. Os resultados indicaram deficiéncias no desenvolvimento dessas
criancas @ os de idade (Grigori, 2021).

D ordo com Silvério et al. (2012), diversas técnicas sdo utilizadas para a andlise de
a ices em alimentos, sendo que a ELL-PBT tem se mostrado uma alternativa eficiente para a
extragdo de agrotdxicos em vdrias matrizes. O método baseia-se na parti¢do dos analitos entre as fases

aquosa e organica, utilizando volumes reduzidos de solventes organicos e proporcionando uma andlise
rdpida e eficiente. Segundo uma revisdo recente sobre a ELL-PBT, a simplicidade da execugdo, o
baixo consumo de solventes, a seletividade e, na maioria das vezes, a dispensa de limpeza adicional
dos extratos sdo as principais vantagens dessa técnica (Goulart et. al., 2024).

A otimizacdo e validacdo de métodos analiticos sdo essenciais para garantir exatiddo e
confiabilidade. O uso de planejamentos experimentais € fundamental para a otimiza¢do de técnicas,
permitindo a investigacdo do efeito de multiplos fatores sobre as varidveis de interesse, com reducao
de custos e nimero de experimentos, além de maior confiabilidade estatistica e quimica. Com os
avancos tecnoldgicos, a quimiometria tem se tornado uma ferramenta valiosa para obter respostas
multivariadas em andlises instrumentais (Santana et al., 2020).



O protocolo europeu SANTE (SANTE, 2021) é amplamente utilizado para validacdo de
métodos de andlise de agrotdxicos em alimentos. Ele propde a validagdo de pardmetros como
linearidade, limites de detec¢do e quantificacdo, seletividade, exatiddo e precisdo, os quais foram
validados neste projeto.

A seletividade € alcancada quando nio h4 sinais cromatograficos atribuiveis a interferentes no
mesmo tempo de retencdo do analito (Vieira; Neves; Queiroz, 2007). A linearidade, por sua vez, avalia
a capacidade do método de fornecer resultados proporcionais a concentragdo do analito, devendo ser
construida com pelo menos seis niveis de concentracio e trés repeti¢cdes para cada nivel (Costa et al.,
2024).

O limite de deteccdo é calculado a partir de solugdes padrio do analito em concentracdes
decrescentes até a auséncia de sinal cromatografico. A menor concentracdo que permite a visualizacdo
de um sinal no cromatograma ¢ injetada em triplicata, e os valores sdo submetidos ao teste vio
padr@o relativo. O limite de quantificagdo € avaliado por meio de matrizes fortificadas ccgg analito,
também em triplicata, para determinar as menores concentracdes que podem ser q nt& s, sendo
igualmente submetidas ao teste do desvio padrdo relativo (SANTE, 2021). f S

Vieira, Neves e Queiroz (2007) afirmam que a exatidao representa o grau de ¢éncordancia entre
os resultados individuais obtidos em um determinado ensaio e um valor deeferéncia aceito como
correto. A precisdo, por sua vez, refere-se a dispersdo dos resultados nsaios independentes,
repetidos com a mesma amostra. Este parametro € calculado com ba% coeficiente de variagdo
(SANTE, 2021). {

3 Método da pesquisa (b’

Inicialmente, foi testada a metodologia proposta por Oliv unior et al. (2022), que utilizaram
a técnica ELL-PBT para andlise de agrotéxicos carbamatos em 4dgua. Considerando que o suco de
laranja € um liquido, essa metodologia foi adotada como ponto de partida para a otimiza¢do da ELL-
PBT na determinag@o de clorpirifés em laranjas.

Para a verificacdo da aplicabilidad étodo, foram obtidas laranjas cultivadas sem a
aplicagao de clorpirifés. A fim de garantir”a “auséncia desse composto, essas amostras foram
previamente analisadas por compara m o padrdo de clorpirifés no cromatograma. Apds a
confirmagio de que as amostras nd avam contaminadas, o suco foi extraido e fortificado com
solugdo padrao de clorpirif6s, de{%&ra alcangar uma concentragio de 5 mg.L™" nos extratos finais, os
quais foram submetidos a a0 ELL-PBT.

Para a extracdo do clorpirifés, 1 mL de amostra (suco de laranja-pera) foi misturado com 4 mL
do solvente extrator (acetonitrila ou metanol). Em seguida, o sistema foi agitado (agitador de tubos
tipo vortex ou ultras r 60 segundos e, posteriormente, mantido em freezer por trés horas a uma
temperatura apro &de —20 °C, promovendo a parti¢do a baixa temperatura. Apds a particdo, uma
aliquota de 1 rﬁl)\%)brenadante foi retirada e injetada 20 pLL no cromatégrafo liquido.

3.1 Verificacdo da aplicabilidade do método Q— BT em amostras de laranja
0

3.2 Anali CLAE-UV

F@ilizado um cromatégrafo liquido Shimadzu LC-20AT com detector UV/VIS Shimadzu
S ondi¢des cromatograficas foram as seguintes: coluna cromatografica C18 (Modelo Coluna
KI EX® Sp EVO C18 100A 150 x 4,6 mm); fase mével composta por acetonitrila e H20 na
proporcio 85:15 (v:v); vazio da fase mével de 0,8 mL.min™'; temperatura da coluna de 35 °C e volume
de injecdo de 20 pL; detector UV ajustado para 213 nm.

3.3 Otimizacao

Na fase de otimizagdo, dois fatores foram analisados: o tipo de solucdo extratora (acetonitrila ou
metanol) e o tipo de agitacdo (vortex ou ultrassom). Segundo uma revisdo recente sobre a ELL-PBT,
esses fatores sdo os mais frequentemente mencionados na literatura como os que mais influenciam a
porcentagem de extragdo do método, motivo pelo qual foram escolhidos neste trabalho (Goulart et. al.,
2024). Como se trata de dois fatores com dois niveis, essa otimizagdo foi realizada com base no
planejamento fatorial 2°, conforme apresentado na Tabela 1. As andlises foram realizadas em
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triplicata. A avaliag@o do efeito dos fatores foi conduzida por meio do teste ¢ (distribui¢do de Student),
com nivel de significancia de 5% e intervalo de confianca de 95%.

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 + - us ACN
3 — + v MET
4 + + UsS MET
T. A =Tipo de Agitag'fio; S. E = Solugdo extratora; ACN = Acetonitrila; MET = Metanol; V = vértex; US = Ultrassom )&
Fonte: dados da pesquisa
3.4 Validacio da ELL-PBT . @
Ap6s a otimizagdo dos parametros, 0 método foi validado de acordo com o pro 0 europeu
para validacdo de métodos de andlise de agrotdxicos em alimentos (SANTE, 2 onsiderando os

seguintes parametros: linearidade, limite de detec¢@o e quantificacdo, seletividade, exatidao e precisao.

3.4.1 Linearidade

A linearidade foi avaliada pela constru¢do de uma curva analiti ilizando amostras de suco
de laranja fortificadas com clorpirifés em concentragdes de 0,15; ; 0.4 0,5; 0,6; 0,7 mg.L’l,
submetidas a ELL-PBT, conforme o ensaio otimizado. A parti %&oncentrag‘()es, foi elaborada a
curva analitica.

3.4.2 Seletividade 4
Para verificar a seletividade do método, foi injetado um branco do suco de laranja e uma
amostra fortificada com clorpirifés, ambos subnieti o ensaio otimizado. Posteriormente, foram
comparados 0s cromatogramas e os tempos de re do clorpirifés para comprovar a seletividade.
o

3.4.3 Limite de deteccdo e quantificacao

O limite de quantificacdo (LQ) foi.determinado pela injecdo de clorpirifés em concentragdes
decrescentes até a auséncia de sjna@matogréfico. A menor concentracdo que apresentou sinal
visivel foi injetada em triplicata, resultados foram submetidos ao teste do desvio padrao relativo.
Para determinar o limite de & D) do método ELL-PBT, os valores de LQ foram divididos por

trés.
3.4.4 Exatidao @

A exatiddo f ada por meio de experimentos de fortificagdo/recuperacdo realizados em
sextuplicata. A oi fortificada em trés niveis de concentracdo (0,25; 0,5; 0,75 mg.L™"), e as
porcentagens peragao do clorpirifés foram analisadas, verificando-se se os valores estavam
dentro da fai mltlda (70% a 120%).
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recisdo do método foi determinada a partir do desvio padrdo relativo (DPR) de matrizes
fortificadas nos trés niveis de concentracdo mencionados, também em sextuplicata. Em seguida,
verificou-se se o RSD estava abaixo de 20%, conforme recomendado pelo guia de validacio SANTE
(2021).

3.5 Avaliacao do carater verde pela eco-escala analitica

O caréter ecoldgico do método ELL-PBT foi avaliado com base na eco-escala analitica proposta
por Galuszka et al. (2012). A eco-escala é uma ferramenta semiquantitativa que atribui pontos de
penalidade de acordo com critérios pré-definidos. O método é classificado como "verde" quando
atinge um indice superior a 75 pontos, "verde aceitdvel" quando alcanga 50 pontos e "inadequado"



quando fica abaixo de 50 pontos. A Tabela 2 apresenta as diretrizes utilizadas na avaliacdo do cardter
verde, conforme o estudo de Galuszka et al. (2012).

Tabela 2 — Métricas, indicadores e pontos de penalidades para avalia¢do do cariter verde do método ELL-PBT
na determinacdo de clorpirifés em suco de laranja

Métricas Indicadores Pontos de penalidades Total
Quantidade de <10mLou g 1
reagente 10-100 mL ou g 2
consumido 100 mL 3
Bloco A = Quantidade x Perigo
Perigo Nenhum 0
atribuido aos Risco menos grave 1
reagentes Risco mais grave 2
Nenhum 0 ¢
Quantidade de <1mL 1 \'
residuo gerado 1-10 mL 3
> 10 mL 5 Blocd B = Quantidade x
Reciclavel 0 racteristica
Caracteristica Degradavel 1 \
do reagente Passivo 2
Nao admite tratamento 3 ‘b
) < 1,0 kWh por amostra 0
Energl'a < 1,5 kWh por amostra 1 Bloco C
consumida y 4
> 1,5 kWh por amostra 2
Risco Processo analitico ®
. - Bloco D
ocupacional ~ Emissdo de vapores e gases

Férmula para calcular o indice verde do
método
Fonte: adaptado de Galuszka et al. (2012)

[100 — (A+B+C+D) |

3.6 Analise em amostras de laran'a&o'b[ercializadas no municipio de Itumbiara

Apds a otimizagdo e vali & o método, foram analisadas amostras de sucos de laranjas
comercializadas na cidade ﬁiara (GO). As laranjas foram coletadas em trés supermercados e
uma feira, localizados em rentes regides da cidade (central, norte, sul, leste e oeste). Em cada
ponto, foram coletadas quatro‘unidades de laranja. No laboratério, o suco foi extraido, transformado
em uma amostra cor& , posteriormente, analisado.

4 Resultados € disetissoes

Na extracae.do agrotéxico clorpirifés em matrizes de suco de laranja, utilizando a técnica ELL-
PBT, fora liados os fatores tipo de solvente extrator (acetonitrila ou metanol) e tipo de agitacdo
(vortex nho ultrassdnico), por meio de um planejamento fatorial. A andlise do efeito dos fatores
foi lizada utilizando o teste ¢ (distribui¢do de Student) com um nivel de significincia de 5% e
int o de confianca de 95%.

4.1 Otimizacao utilizando o planejamento fatorial

Conforme apresentado na Tabela 3, ambos os fatores avaliados mostraram-se significativos.
Observou-se uma reducido de —8,19% na recuperagao do clorpirifés na laranja ao substituir o vortex
pelo banho ultrassonico. Menezes et al. (2021) descrevem o método de agitacdo em vortex como a
promocao da homogeneizagdo do sistema por meio de agitagdo. O banho ultrassonico, por sua vez,
atua na extra¢do de elementos e na sedimentacdo de materiais particulados em suspensao, além de
promover o rompimento de células vegetais. A reducdo na porcentagem de recuperacdo ao trocar o
tipo de agitacdo pode estar relacionada a a¢do mais intensa do banho ultrassonico, o que poderia
provocar a degradacdo do agrotdxico junto com componentes da laranja.



Tabela 3 — Avaliacdo do efeito dos fatores (tipo de agitacio e tipo de solvente) na extracdo do clorpirifds

Fatores Efeitos(%) Erros

Tipo de agitacéo (Fator 1) =8,19 + 2,027
Tipo de solvente (Fator 2) 3296 + 2,027
Fator 1 x Fator 2 4,285 + 2,027

Fonte: dados da pesquisa

ao substituir a acetonitrila pelo metanol. Esse efeito pode ser explicado pela maior viscosi do
metanol em comparagdo a acetonitrila quando dissolvido em dgua (Cassini; Antunes; Keller 3). A
viscosidade da acetonitrila é de 0,35 mPa-s a 25°C, enquanto a do metanol é de 0,544 \T@ a 25°C
(PUBCHEM, 2024). A interacdo entre os fatores tipo de agitagdo e tipo dezo ¢ nao foi

Com relagdo ao tipo de solvente, houve uma reducdo de 32,96% na recuperagdo do agrotixico

significativa, embora tenha resultado em um aumento de 4,285% na porcentage extragao.

Nas etapas subsequentes de validacdo da ELL-PBT e aplicagdo em amostras teais de laranja,
optou-se por utilizar o ensaio 1, que consistiu na agitacdo por vortex e uso de acetonitrila como
solvente, apresentando a maior porcentagem de recuperagdo (95,82%) '@%1). Os ensaios 1 e 2
ficaram dentro da faixa de aceitacdo de 70 a 120%, conforme estabelec lo protocolo SANTE
(2021). No entanto, os ensaios 3 e 4, que utilizaram metanol, ndo traram aceitaveis, devido a
reducdo significativa de 32,96% na extracao. éb‘

Figura 1 — Porcentagens de recuperagdo ensaios
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é
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Fonte: dados da pesquisa &'U"
Santana (2018) compararam acetona, acetonitrila e acetato de etila na extragdo de

clorpirifos %c d-manga, utilizando extragdo por particio a baixa temperatura, relatando a
acetonitrila. como o melhor solvente extrator, com altas taxas de recuperacdo. Furlani et al. (2010)
vali aé)método QuEChERS para a extragdo de sete agrotéxicos em caldo de cana, alcangando
t cuperagdo entre 62,9% e 107,5%, com coeficientes de variagdo de 5,1% a 17,6%. Oliveira
Juniog-et al. (2020) validaram o método ELL-PBT para a recuperacdo de carbofurano em caldo de
cana, com porcentagens de recuperacdo de 99,1% a 102,1% e coeficientes de variacdo entre 1,87% e
1,90%. O método ELL-PBT apresentou melhores taxas de recuperacao € menor consumo de solvente
em comparagdo com o QuEChERS, consumindo cerca de 10 vezes menos volumes de solventes
organicos e sem a necessidade adicional de limpeza dos extratos.

Vieira, Neves e Queiroz (2007) também confirmaram a eficiéncia do método ELL-PBT ao
determinar os piretrdides cipermetrina, deltametrina, A-cialontrina e permetrina em amostras de 4gua,
obtendo porcentagens de recuperacdo dentro da faixa de aceitagdo de 70 a 120%.

4.2 Validacdo do método ELL-PBT em laranja



O método ELL-PBT foi validado com base nos seguintes parametros: seletividade, linearidade,
limites de deteccdo e quantificacdo, exatidao e precisao.

4.2.1 Seletividade

A andlise da Figura 2 demonstra a auséncia de interferentes no branco da laranja no mesmo

tempo de retengdo do clorpirifés (¢, = 3,02 minutos), o que comprova a seletividade do método ELL-
PBT para a determinagdo de clorpirifés em suco de laranja.

Figura 2 — Cromatograma da seletividade do método
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Fonte: dados da pesquisa

Os resultados deste estudo estdo em,con 01a com Silveira et al. (2016) e Silvério et al.
(2012), que também comprovaram a selet1V1 * 0 metodo ELL-PBT na determinacdo de clorpirifds

em amostras de dgua. Em amostras soh mo tomate, utilizando extracio sélido-liquido (ESL)
com PBT, Pinho et al. (2010) também aram seletividade. Conforme Narenderan et al. (2020), a
co-extracio de compostos quimico cﬁaurezas presentes na matriz pode afetar a seletividade, mas,
neste estudo, a seletividade nao ﬁ% prometida na anélise de sucos de laranja.

4.2.2 Linearidade

A linearidade f eterminada por meio de andlises de padrdes do agrotéxico injetados em
diferentes concentr ortificados no solvente e no branco da matriz, conforme metodologia

aplicada neste fstl% Figura 3 apresenta a curva analitica do clorpirifés.

) ’\x Figura 3 — Curva analitica do clorpirifés
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Fonte: dados da pesquisa



Conforme o protocolo SANTE (2021), o coeficiente de determinagdo (RZ) aceitdvel deve ser
maior que 0,99. No presente estudo, o R? foi superior a 0,9968, demonstrando a linearidade do método
ELL-PBT otimizado para suco de laranja.

Silvério et al. (2012) verificaram a linearidade na determinagdo de clorpirifds, A-cialotrina,
permetrina e bifentrina em 29 amostras de dgua de canais de irrigagdo do Projeto Jaiba, Minas Gerais.
As amostras de dgua foram fortificadas com concentragdes de 10 a 45 ug.L'1, e os coeficientes de
correlagdo linear (r) foram superiores a 0,995, demonstrando a eficicia do método.

4.2.3 Limite de deteccao e limite de quantificacao

Os limites de detec¢do (LD) e quantificagdo (LQ) sdo parametros essenciais para estabelecer a
capacidade analitica de um método. O LD corresponde a menor concentragdo de analito que p. ser
distinguida do branco, enquanto o LQ € a menor concentracio que pode ser quantificada co ao
e pre01sao (Liu et al 2024; SANTE, 2021). Neste estudo, os LD e LQ foram def1 ido 0 0,05
mg.L" e 0,15 mg.L", respectivamente, valores que atendem ao Limite Maximo de swx MR) de
2,0 mg.kg"' para clorpirifés em laranja (BRASIL, 2019).

Silvério et al. (2012), ao determinarem clorpirifés em dguas superficiais uti do ELL-PBT e
CLAE-UV, obtiveram LD e LQ de 2,0-3,4 pg.LL 1 e 10,0 pug.L L, respectlvamx

4.2.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada pela fortlflcagao da matriz &( s niveis de concentracao,
com andlises em sextuplicata (nivel baixo: 0,25 mg.L'; nivel médi g.L''; nivel alto: 0,75 mg.L’
", realizadas em um tinico dia. A exatidio é con51derada acei ando os Valores de recuperacdo
estdo entre 70% e 120%. Conforme a Tabela 4, dois valores fic acima do limite maximo, um no
nivel baixo e outro no nivel alto, o que pode ser explicado pela complexidade da matriz do suco de
laranja, que, segundo Corréa Neto e Faria (1999), contér{lcjzompostos voléteis e instdveis, além de
acucares, 4cidos, sais minerais, vitaminas e pigmento

Tabela 4 — Niveis de concent@temﬂna@éo da exatiddo e precisdao

Pr exatidao
Nivel baixo 0,25 /“Nivel médio 0,5 Nivel alto 0,75
% Recuperacio | DPR Muperagﬁo DPR | %Recuperacio | DPR
77,93 103,46 124,63
98,98 * 110,01 71,61
112,29 Q‘ 100,85 113,45
7,33 7,79 19,10
125, 61 106,19 96,86

8‘ 96,41 95,47
87,53 91,69
Fonte: dados da pessﬁ

425Pr

1sao do método foi confirmada, com os resultados apresentando desvios padrdo relativos
( aixo de 20%, conforme indicado na Tabela 3. A precisdo € avaliada pela capacidade de
reprodizir resultados consistentes em andlises da mesma amostra. Segundo SANTE (2021), um DPR
< 20% ¢ considerado aceitdvel. Assim, conclui-se que o método ELL-PBT ¢é preciso, pois os valores
de DPR ficaram abaixo do limite permitido.

Vieira, Neves e Queiroz (2007) utilizaram a técnica de ELL-PBT na determinagdo da precisdao
de A-cialotrina, permetrina, cipermetrina e deltametrina em amostras de 4gua, e seus resultados
também ficaram abaixo de 20%, demonstrando a precisdo do método em diferentes matrizes e
agrotoxicos. Silvério et al. (2012) e Silveira et al. (2016) também obtiveram valores de DPR dentro
dos limites estabelecidos ao utilizarem ELL-PBT para determinacao de clorpirifés em dguas.

4.3 Carater verde do método ELL-PBT



Na Tabela 5, sdo apresentados os pontos de penalidade (PP) atribuidos ao método ELL-PBT.
Considerando as métricas e os indicadores utilizados, foi calculado um indice de 84, o que confere ao
método um excelente carater verde.

Tabela 5 — Pontos de penalidades atribuidos ao método ELL-PBT

Métricas Indicadores PP Total
Quantidade de reagente consumido 10-100 mL ou g 2 4
Perigo atribuido aos reagentes Risco mais grave 2
Quantidade de residuo gerado 1-10 mL 3 9
Caracteristica do reagente Nao admite tratamento 3
Energia consumida < 1,0 kWh por amostra 0 0 $
Risco ocupacional Emissdo de vapores e gases 3 3
Indice verde do método [100 — (4+9+0+3)]=84 6

PP: Pontos de penalidades
Fonte: dados da pesquisa

Os métodos ELL-PBT, em geral, utilizam quantidades reduzidas dé, solventes e amostras,

resultando em baixa geracdo de residuos. Dessa forma, além de se a em como excelentes
alternativas para a determinacdo de poluentes orginicos em difereptestipes de amostras, esses
métodos também oferecem viabilidade econOmica e ambiental (l\z& al., 2017; Santana et al.,

2018). @
4.4 Aplicacao do método ELL-PBT em laranjas

A presenca de clorpirifés foi detectada em apenas wh dos pontos de coleta, e a concentragdo
estava acima do limite permitido. Nos demais pontos,.ou nao houve deteccio desse agrotéxico, ou os
valores estavam abaixo do limite de detec¢ao do n@o. A partir da curva analitica, utilizando a
equagdo da linearidade do método, y = 51230 -473,12, foi possivel quantificar a concentracio
de clorpirifés em miligramas por quilo de® Qno estabelecimento 3, sendo de 2,83 mg.kg"' na
amostra analisada. Na Figura 4, é possivel-obgervar o cromatograma referente ao ponto 3, onde foi
detectada a presenca de clorpirifos, c% de retenc¢do (¢,) de 3,02 minutos.

@
Figuga%,— Kgrotéxico clorpirifés detectado no ponto 3
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Fonte: dados da pesquisa

De acordo com a ANVISA, o limite mdximo de residuo (LMR) de clorpirifés permitido para o
cultivo de laranja é de 2 mg.kg” (ANVISA, 2019). No entanto, a amostra analisada apresentou 2,83
mg.kg™', valor superior ao permitido.

Alves et al. (2020) conduziram uma pesquisa em que o agrotdxico clorpirifés foi analisado em
amostras de alface por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Em trés amostras, uma delas
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N

ndo atingiu o nivel de deteccio do equipamento, possivelmente devido a aplicacdo do agrotdxico
abaixo do limite minimo de detec¢do (7,18 mg.kg"'). Nas outras duas amostras, o clorpirifés foi
detectado em concentragdes de 55 mg.kg™ e 34 mg.kg'. A ANVISA regulamenta que, em alface, ndo
devem haver tracos de clorpirifs, e, caso haja, o limite maximo permitido é de 0,01 mg.kg". Assim
como no estudo de Alves et al. (2020), o presente trabalho evidencia o uso indiscriminado do
inseticida clorpirifés, refor¢ando a necessidade de monitoramento continuo em laboratérios de andlise
de agrotdxicos. O clorpirifés foi submetido a reavaliagdo pela ANVISA devido a grande preocupagdo
com sua toxicidade aguda, com efeitos neurotdxicos, além dos mutagénicos, especialmente em
criangas (ANVISA, 2021; Laguna; Ananias, 2023).

S Conclusao

O método otimizado para a determinacdo e quantificacdo do clorpirifés em sucos ranja,
utilizando a técnica ELL-PBT e andlise por CLAE-UV, demonstrou-se eficiente e pratico. @ poucas
etapas e baixos volumes de solvente e amostra, foi possivel identificar e quantific 0& 10 ativo
investigado. ¢ |\.

Os resultados obtidos foram excelentes em relacdo aos parametros analisado$jy.comprovando a
linearidade do método, com coeficiente de determinacdo acima de 0,99. Ndo foram identificadas
interferéncias de outros componentes da laranja (branco) no mesmo tempo tencdo do clorpirifds,
evidenciando a seletividade do método. Os valores de LD (limite rc‘l-%tfec 30) e LQ (limite de
quantificacdo) foram estabelecidos para a matriz fortificada, sendo O@j e minimo de detec¢do do
agrotéxico de 0,05 mg.L™" e o limite de quantificagio de 0,15 método apresentou exatiddo,
com porcentagens de recuperacdo entre 90% e 120%, e a p ou abaixo do RSD < 20%. Em
relacdo a eco-escala analitica, considerando as métricas e os indi¢adores avaliados, o método ELL-
PBT obteve um indice de 84, classificando-o como de excelente carater verde.

As andlises realizadas em amostras coletadas no municipio de Itumbiara-GO revelaram a
presenca de residuos de clorpirifés em apenas um. po e comercializa¢do, com concentragdo acima
do limite maximo de residuo (LMR) permitido pel& ISA. Esse fato é preocupante, considerando
os efeitos toxicoldgicos do  clorpirifds, a@ ncluem mutagenicidade, toxicidade para o
desenvolvimento e, especialmente, neurotoxiéidadg.

Este trabalho é de grande relevﬁn@%is o uso indiscriminado de agrotéxicos pode causar
danos significativos a saide humana e 10 ambiente. Além disso, o desenvolvimento de métodos
validados, que utilizam baixos VO de solventes, contribui para o monitoramento seguro dos
agrotoxicos. Estudos futuros & focar na aplicacdo desses métodos em sucos de laranja
processados, especialment eles"destinados ao publico infantil, uma vez que o clorpirifés afeta de
maneira acentuada o desenvolyimento infantil. Além disso, novos estudos sobre a determinagdo de
clorpirifés em sucos degﬁnja de outras regides serdo altamente relevantes para a satde publica.
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