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RESUMO 

TEIXEIRA, Aline Maria, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 23 de maio de 2024. 

Desenvolvimento de método para determinação de resíduos de pesticidas em folhas 

desidratadas e infusão de chá verde. Orientadora: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. 

Coorientadores: André Fernando de Oliveira e Fábio Junior Moreira Novaes. 

O chá verde (Camellia sinensis) é uma das bebidas tradicionais mais consumidas 

devido às suas propriedades medicinais, aroma e sabor. No entanto, sua cultura é 

frequentemente ameaçada por pragas, doenças e diversas espécies de ervas daninhas, tornando 

o uso de pesticidas uma necessidade para manter a produtividade. Com o objetivo de controlar 

a qualidade e proteger a saúde dos consumidores, a União Europeia estabeleceu Limite 

Máximos de Resíduos (LMR) para os pesticidas nas folhas de chá. No entanto, é importante 

destacar que o chá verde não é consumido diretamente, mas as suas folhas são submetidas à 

infusão em água quente. Assim, o objetivo deste estudo foi desenvolver métodos analíticos 

apropriados para determinar resíduos de pesticidas em folhas de chá verde e em sua infusão, 

bem como avaliar a transferência desses pesticidas para a infusão. Esse estudo foi dividido em 

dois capítulos. No primeiro capítulo, a técnica extração sólido-líquido com partição em 

baixa temperatura (SLE/LTP) foi otimizada e validada para a determinação de resíduos de 

pirimifós-metílico, flutriafol, ciproconazol e bifentrina em amostras de folhas 

desidratadas de chá verde, utilizando cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 

massas (CG-MS). O método apresentou valores de recuperação de 81 a 111%, coeficiente 

de variação (CV) < 16% e limite de quantificação (LQ) de 0,050 mg kg-1 para todos os 

analitos. O método otimizado e validado foi aplicado em amostras de chá verde, sendo 

detectada a presença da bifentrina em duas amostras em concentrações inferiores ao 

LMR. O método foi testado também para avaliar a presença de resíduos de pesticidas em 

outros tipos de chás, sendo detectados resíduos dos pesticidas pirimifós-metílico e 

ciproconazol em concentrações superiores ao LMR em algumas amostras. No segundo 

capítulo o método extração líquido-líquido com partição em baixa temperatura 

(LLE/LTP) foi otimizado e validado para determinação dos pesticidas (pirimifós-

metílico, flutriafol, ciproconazol e bifentrina) na infusão de chá verde. O método 

apresentou porcentagem de recuperação de 86,0 - 102 %, CV inferior a 17,8 e LQ de 0,0125 

mg L-1. O método desenvolvido foi aplicado em amostras de infusões de folhas de chá verde 

não sendo detectados resíduos dos pesticidas investigados nessas amostras. Esse método foi 

então aplicado para avaliar a taxa de transferência dos pesticidas pirimifós-metílico, 



 

 
 

ciproconazol e bifentrina das folhas de chá verde para infusão preparada em diferentes 

temperaturas e tempos. Somente a temperatura foi significativa (p < 0,05). Nas temperaturas 

de infusão de 100 °C e 80 °C a translocação do ciproconazol para a infusão foi de 65,0% e 

50,6%, a do pirimifós-metílico foi de 23,5% e 11,7% e a da bifentrina foi de 3,79% e inferior 

ao LQ respectivamente.  Os métodos SLE/LTP e LLE/LTP otimizados e validados se 

mostraram adequados para determinação de resíduos de pesticidas em folhas de chá verde e 

em sua infusão. Os resultados obtidos neste trabalho mostram a importância de se monitorar a 

presença de resíduos de pesticidas em chás e de se ter no Brasil uma legislação mais 

específica para o seu consumo diário. 

 

Palavras-chave: Camellia sisensis; Preparo de amostra; Resíduos de pesticidas; Cromatografia 

gasosa; Espectrometria de massas. 

  



 

 
 

ABSTRACT 

TEIXEIRA, Aline Maria, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, May 2024. Development of 
a method for determining pesticide residues in dehydrated leaves and green tea infusion. 
Adviser: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. Co-advisers: André Fernando de Oliveira 
and Fábio Junior Moreira Novaes. 

 

Green tea (Camellia sinensis) is one of the most traditionally consumed beverages due to its 

medicinal properties, aroma, and flavor. However, its cultivation is frequently threatened by 

pests, diseases, and various weed species, making pesticide use necessary to maintain 

productivity. To control quality and protect consumer health, the European Union has 

established Maximum Residue Limits (MRLs) for pesticides in tea leaves. It is important to 

note that green tea is not consumed directly, but its leaves are subjected to infusion in hot 

water. Therefore, the objective of this study was to develop appropriate analytical methods for 

determining pesticide residues in green tea leaves and their infusion, as well as to assess the 

transfer of these pesticides into the infusion. This study was divided into two chapters. In the 

first chapter, the low-temperature solid-liquid extraction with partitioning (SLE/LTP) 

technique was optimized and validated for the determination of residues of pirimiphos-

methyl, flutriafol, cyproconazole, and bifenthrin in dehydrated green tea leaf samples using 

gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS). The method showed recovery 

values ranging from 81% to 111%, a coefficient of variation (CV) < 16%, and a quantification 

limit (LQ) of 0.050 mg kg⁻¹ for all analytes. The optimized and validated method was applied 

to green tea samples, detecting bifenthrin in two samples at concentrations below the MRL. 

The method was also tested to assess pesticide residue presence in other types of tea, where 

residues of pirimiphos-methyl and cyproconazole were detected at concentrations exceeding 

the MRL in some samples. In the second chapter, the low-temperature liquid-liquid extraction 

(LLE/LTP) method was optimized and validated for determining pesticides (pirimiphos-

methyl, flutriafol, cyproconazole, and bifenthrin) in green tea infusions. The method 

demonstrated recovery percentages of 86.0% - 102%, a CV below 17.8, and an LQ of 0.0125 

mg L⁻¹. The developed method was applied to green tea infusion samples, and no residues of 

the investigated pesticides were detected in these samples. This method was then used to 

evaluate the transfer rate of pirimiphos-methyl, cyproconazole, and bifenthrin from green tea 

leaves to infusions prepared at different temperatures and times. Only temperature was 

significant (p < 0.05). At infusion temperatures of 100 °C and 80 °C, the translocation of 

cyproconazole to the infusion was 65.0% and 50.6%, pirimiphos-methyl was 23.5% and 



 

 
 

11.7%, and bifenthrin was 3.79% and below the LQ, respectively. The optimized and 

validated SLE/LTP and LLE/LTP methods were suitable for determining pesticide residues in 

green tea leaves and their infusion. The results obtained in this work highlight the importance 

of monitoring pesticide residues in teas and the need for more specific legislation in Brazil for 

daily consumption. 

 

Keywords: Camellia sisensis; Sample preparation; Pesticide residues; Gas chromatography; 

Mass spectrometry. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

Os chás se tornaram muito populares desde seu surgimento nos países asiáticos, 

espalhando assim para outras partes do mundo, levando então a um aumento de sua produção 

e exportação. Atualmente, o chá tem sido uma das bebidas mais consumidas em todo mundo 

(HASSAN, 2019).  

Um chá muito utilizado devido a seus benefícios é o chá verde (Camellia sinensis), 

sendo um ótimo aliado à saúde humana podendo ajudar na prevenção de doenças devido a 

ampla gama de polifenóis antioxidantes, que desempenham vários papéis na melhoria da 

saúde humana. Os chás podem ter efeito anti-inflamatório (SOUZA et al., 2020), reduzir o 

risco de diabetes (AMORIM et al., 2018), osteoporose (SHEN et al., 2011) e doenças 

cardiovasculares (KURIYAMA et al., 2006). Acredita-se que os chás também tenham alguns 

efeitos anticancerígenos (CHENG et al., 2020). 

Tais benefícios levaram ao aumento do consumo de chás que está diretamente 

relacionado à busca de estilos de vida mais saudáveis e à tentativa de diminuir a quantidade 

de fármacos usados para tratar doenças. Consequentemente, ocorreu também o aumento da 

produção de chás em todo o mundo. Porém, como esta planta é suscetível a uma grande 

variedade de pragas, ervas daninhas e doenças, tem se observado o aumento do uso de 

pesticidas para controlar essas pragas durante o cultivo e armazenamento, (SOLTANI & 

SERESHTI, 2022). 

Os pesticidas são muito conhecidos por suas propriedades letais que são amplamente 

utilizadas para controlar pragas e estabilizar a produção agrícola. No entanto, se usado de 

forma indiscriminada, esses compostos podem apresentar alguns problemas ambientais e de 

saúde que não devem ser ignorados (MIR et al., 2022). Alguns desses pesticidas podem gerar 

problemas de intoxicação em humanos que ocorrem devido a ingestão contínua destes 

produtos, quando presentes em água e alimentos contaminados. Muitos desses compostos 

foram proibidos devido ao seu efeito acumulativo e prejudicial que ocorre pela transferência 

de poucas quantidades ao longo da cadeia alimentar (CARVALHO, 2006). 

A presença de resíduos em alimentos acaba sendo uma via de exposição com possíveis 

efeitos agudos ou crônicos à saúde (CALDERÓN et al., 2022). Vários relatos indicam o risco 

por trás da ingestão de diferentes pesticidas e a exposição contínua causa depressão e déficits 

neurológicos, diabetes, doenças respiratórias e, em casos extremos causa câncer, morte fetal e 

aborto espontâneo (NTZANI et al., 2013). 
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Portanto, avaliar a qualidade dos alimentos que estão sendo oferecidos para a 

população, caracterizar as possíveis fontes de contaminação, monitorar o uso não autorizado 

de pesticidas e o uso inadequados dos demais, incentivar o uso de Boas Práticas Agrícolas 

(BPA) em diferentes tipos de culturas tem se tornado indispensável (ANVISA, 2019).  

Resíduos de pesticidas presentes em folhas de chá secas podem ser transferidos para a 

infusão (chá pronto), tornando assim o chá uma fonte significativa de exposição humana aos 

pesticidas. Portanto, é importante avaliar a transferência percentual de resíduos de pesticidas 

das folhas de chá para sua infusão, uma vez que o chá é submetido a esse processo antes do 

consumo humano (CHO et al., 2014).  

Em função disso, monitorar a presença de resíduos de pesticidas nessa matriz, tanto 

nas folhas como em sua infusão se torna uma necessidade para garantir o consumo de 

alimentos seguros. Portanto, é essencial desenvolver métodos de extração que sejam simples e 

eficazes na detecção de resíduos de pesticidas em chá verde. Um procedimento que tem 

demonstrado sucesso para essa finalidade é a extração sólido-líquido (SLE) e líquido-líquido 

(LLE) com partição em baixa temperatura (LTP). Essa abordagem apresenta vantagens, como 

o uso reduzido de solventes e a eliminação de etapas de purificação na preparação da amostra 

em algumas matrizes (GOULART et al., 2008). 

Diante da necessidade e importância de se desenvolver métodos de extração simples e 

eficientes para monitorar e determinar resíduos de pesticidas em folhas de chá verde e em chá 

pronto (infusão), esse trabalho teve como objetivo: (i) desenvolver e validar o método de 

extração sólido-líquido com partição em baixa temperatura (SLE/LPT) para determinação de 

resíduos de pesticidas em folha de chá verde desidratadas por cromatografia gasosa acoplada 

a espectrometria de massa (GC-MS), (ii) desenvolver e validar o método de extração líquido-

líquido com partição em baixa temperatura (LLE/LPT) para determinação de resíduos de 

pesticidas em chá pronto (infusão) por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massa (GC-MS) e avaliar a transferência de pesticidas das folhas desidratadas para a sua 

infusão em diferentes condições de preparo.  

Neste sentido, esse trabalho foi dividido em dois capítulos, sendo o primeiro 

denominado “Extração sólido-líquido com partição em baixa temperatura, uma alternativa 

para determinação de resíduos de pesticidas em chás”. Este capítulo gerou um artigo 

intitulado “Solid-liquid extraction with low-temperature partitioning as an alternative to 

determinate pesticides residues in teas” (https://dx.doi.org/10.21577/0103-5053.20240165). O 
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segundo capítulo foi denominado “Análise de resíduos de pesticidas em folhas e infusões de 

chá verde e avaliação de sua transferência para a infusão”.  
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CAPÍTULO 1 
 

 

EXTRAÇÃO SÓLIDO-LÍQUIDO COM PARTIÇÃO EM BAIXA TEMPERATURA, 

UMA ALTERNATIVA PARA DETERMINAÇÃO DE RESÍDUOS DE PESTICIDAS 

EM CHÁS 

 

RESUMO 

Neste trabalho foi otimizado e validado um método de extração sólido-líquido com partição 

em baixa temperatura (SLE/LTP) e análise por cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massas (GC-MS) para determinar resíduos de pesticidas (pirimifós-

metílico, flutriafol, ciproconazol, bifentrina) em folhas de chá verde desidratadas. Após a 

partição em baixa temperatura, o extrato em acetonitrila foi submetido a uma etapa de clean-

up utilizando extração em fase sólida dispersiva (d-SPE) para remoção de clorofila. O método 

foi validado e os parâmetros avaliados foram seletividade, linearidade, limites de detecção 

(LD) e quantificação (LQ), exatidão, precisão e efeito de matriz. Os resultados indicaram que 

o método SLE/LTP-GC-MS é eficiente para a extração dos analitos nas amostras de folha de 

chá verde mostrando-se seletivo e sensível com LD e LQ de 0,015 mg kg-1 e 0,050 mg kg-1, 

respectivamente. A recuperação dos analitos foi obtida na faixa de 81 - 111% com 

coeficientes de variação inferiores a 16% e com coeficiente de determinação (R2) acima de 

0,990. O método otimizado e validado foi aplicado em amostras de chá verde, e em outras 13 

variedades de chás obtidas da região Sudeste e Sul do Brasil, totalizando 43 amostras. Os 

pesticidas, em estudo, foram detectados em algumas amostras de chás, com valores acima do 

LMR permitido pela União Europeia. Esses resultados mostram que o método desenvolvido, 

SLE/LTP-GC-MS, pode ser aplicado como uma alternativa eficaz para determinação de 

resíduos em pesticidas em chás. 
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1. INTRODUÇÃO 

Um chá muito consumido é da Camellia sinensis, uma planta muito importante 

economicamente, com efeitos positivos à saúde e sabor agradável. A infusão das folhas dessa 

planta está entre as bebidas mais consumidas em todo o mundo (PINTO, 2013). Esse chá é 

classificado em três tipos básicos: preto, oolong e verde, onde estes se diferenciam pelo 

beneficiamento da folha. O chá preto é preparado através da fermentação das folhas. O chá 

oolong passa por processo de fermentação mais fraco, levando a um aroma menos acentuado 

do que o preto. Já o chá verde, as folhas são apenas escaldadas e fervidas de modo a garantir a 

preservação de sua cor. Esse último é o mais rico em compostos com atividades funcionais 

(CHENG, 2006).  

A composição das folhas de chá é complexa, incluindo diversas classes de compostos 

fenólicos ou flavonóides, como flavonóis e ácidos fenólicos, além de cafeína, pigmentos, 

carboidratos, aminoácidos e certos micronutrientes como as vitaminas B, E, C e minerais 

como o cálcio, magnésio, zinco, potássio e ferro (SENGER, SCHWANKE & GOTTLIEB, 

2010).  

O chá verde é muito conhecido não apenas por seu sabor marcante e aroma singular, 

mas também por seus vários benefícios à saúde (CHACKO et al., 2010). A cafeína por 

exemplo é um composto muito eficaz contra a obesidade, as catequinas têm efeito de 

eliminação de radicais livres e antioxidantes, já os aminoácidos têm efeito de relaxamento e 

sedação (XU et al., 2021). O chá possui também outros benefícios por ser anticancerígeno, 

antioxidante e anti-inflamatório, reduzir o colesterol, a pressão arterial e o risco de doenças 

cardiovasculares (KHAN & MUKHTAR, 2007; CHACKO et al., 2010; NIE & XIE 2011), 

especialmente hipertensão (FANG et al., 2019; MAHDAVI-ROSHAN et al., 2020). 

Devido a todos os benefícios oferecidos pelo chá verde, tem ocorrido um aumento do 

consumo do mesmo e vários pesticidas têm sido amplamente usados com o objetivo de 

proteger o cultivo de certos organismos alvo, garantindo assim a quantidade e qualidade da 

produção de chá. Entretanto, o uso em excesso desses pesticidas pode causar danos ao meio 

ambiente e à saúde humana (CHO et al., 2014). 

Tendo em vista esses problemas, com o objetivo de proteger a saúde da população, 

vários países começaram a monitorar o nível de resíduos de pesticidas em vários alimentos e 

bebidas, incluindo o chá, de maneira a evitar a venda de produtos que excedam um 

determinado valor estabelecido, o qual é denominado de limite máximo de resíduos (LMR).  
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No Brasil, a Farmacopeia Brasileira é reconhecida como o conjunto normativo oficial 

para produtos farmacêuticos. Seu propósito fundamental é definir os padrões essenciais de 

qualidade para medicamentos e demais preparações utilizadas na área da saúde. Esta 

farmacopeia, vinculada à Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), estabelece 

LMR para pesticidas em plantas utilizadas com fins terapêuticos, como o chá verde. Esses 

limites são expressos em mg kg-1 e são definidos para garantir a segurança e a eficácia dos 

produtos consumidos (FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 2019). 

Por outro lado, a União Europeia estabelece LMR para uma gama muito mais ampla 

de pesticidas e seus metabólitos, abrangendo centenas de substâncias em produtos à base de 

chá. Essas regulamentações são projetadas para assegurar que os níveis de resíduos sejam 

mantidos dentro de limites rigorosos para proteger a saúde pública e garantir a segurança dos 

consumidores (EUROPEAN COMMISSION, 2023).  

Nos últimos anos tem surgido diversos estudos indicando a presença de resíduos de 

pesticidas em chá verde, alguns excedem o LMR permitido pelos órgãos reguladores.  Ly et 

al., 2022, analisaram amostras de vários chás, entre eles chá verde e constataram que 71,1 % 

das amostras continham algum tipo de pesticidas, alguns acima do LMR permitido segundo a 

União Europeia. Huang et al., 2019, determinaram a presença de pesticidas em chá verde, e os 

resultados mostraram que 67% das amostras continham algum tipo de pesticidas e muitos 

destes em concentrações acima do LMR permitido pela União Europeia. Esses estudos 

mostram a necessidade de monitorar resíduos em chá e de desenvolver métodos analíticos 

confiáveis, robustos e sensíveis para determinação de resíduos de pesticidas nessa matriz. 

Muitos estudos têm sido conduzidos, atualmente, para determinar resíduos de 

pesticidas em amostras de chá por cromatografia líquida (SONG et al., 2022) e gasosa (HUO 

et al., 2016). Entretanto, a extração de resíduos de pesticidas, de amostras de chá, de forma 

efetiva, é um desafio. Por se tratar de uma matriz extremamente complexa, contendo não 

apenas cafeína, mas também pigmentos, polifenóis, entre outros, a sua análise se torna um 

desafio analítico (RETO et al., 2007).  

Várias técnicas já foram utilizadas para determinação de resíduos de pesticidas em 

chá, como a dispersão da matriz em fase sólida (MSPD) (CAO et al., 2015), microextração 

líquido-líquido dispersiva (DLLME) (Moinfar & Hosseini, 2009), QuEChERS (rápido, fácil, 

barato, eficaz, robusto e seguro) (SHOEIBI et al., 2013), extração em fase sólida dispersiva 

(d-SPE) (ZHANG et al., 2010; CHENG et al., 2014), soxhlet (FIEDLER, CHEUNG & 

WONG, 2002). Esta última é uma técnica cara que exige grande quantidade de amostra e 
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solventes orgânicos de alta qualidade. Recentemente as técnicas de resíduos de pesticidas em 

alimentos e vegetais tem passado por constante evolução em termos de melhoria de extração, 

simplicidade, eficiência e redução do consumo de solventes. O desenvolvimento de métodos 

de baixos custo, rápidos e que gere menos contaminação ambiental é, portanto, uma exigência 

necessária (KRISTENSON, BRINKMAN & RAMOS, 2006; VÁZQUEZ et al., 2019). 

Neste contexto, uma técnica que têm se mostrado eficaz para determinação de resíduos 

de pesticidas em diversas matrizes é a extração com partição em baixa temperatura (LTP). A 

LTP apresenta vantagens como eficácia, simplicidade devido ao número reduzido de etapas, 

baixo custo pelo emprego de menor quantidade de solvente orgânico e de amostra, além de 

ser ambientalmente amigável, uma vez que atende aos critérios da química verde (GOULART 

et al., 2008). 

Este método se baseia na diferença do coeficiente de partição dos analitos entre uma 

matriz (sólida - SLE/LTP, ou líquida LLE/LTP) e uma fase constituída por água e um 

solvente orgânico miscível em água à temperatura ambiente. Ao submeter a amostra a baixas 

temperaturas, como -20 °C, tanto a fase aquosa quanto a matriz sólida congelam e precipitam, 

separando-se do sobrenadante constituído pelo solvente orgânico e os compostos de interesse. 

A água solidificada funciona como barreira física para partículas, possivelmente presentes em 

amostras líquidas ou que constituam amostras sólidas, impedindo a sua movimentação para a 

fase orgânica, promovendo simultaneamente à extração e a limpeza do extrato (LIU et al., 

2024). 

O método (SLE/LTP) consiste em colocar uma certa quantidade da amostra sólida em 

contato com uma pequena quantidade de água e um solvente extrator que seja miscível e 

menos denso que a água, e líquido à temperatura ambiente. Alguns solventes que podem ser 

empregados nesta etapa são acetonitrila, acetato de etila, metanol e acetona. Em seguida, a 

mistura é agitada, centrifugada e levada ao freezer. Nesta etapa, a fase aquosa e a amostra 

congelam, ficando na parte inferior do recipiente utilizado e o solvente contendo os pesticidas 

extraídos ficam na fase superior. A fase superior é recolhida e analisada por cromatografia 

(GOULART et al., 2008).  

Em alguns casos, a complexidade da composição da matriz gera dificuldade para a 

quantificação dos pesticidas, sendo necessária a realização de uma etapa de limpeza (clean-

up) do extrato, após a extração. Esta etapa é de extrema importância, uma vez que reduz as 

interferências e o efeito de matriz, além de diminuir a necessidade de manutenção técnica do 

sistema cromatográfico (PRESTES et al., 2009).   
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A análise de resíduos de pesticidas em chás é um desafio devido a esse efeito de 

matriz, consequência do alto teor de polifenóis do chá, luteína e clorofila (CAO et al., 2015). 

Entre estes, a clorofila tem o maior efeito adverso nos sistemas de cromatografia gasosa (GC) 

devido às suas características não voláteis. Quando uma amostra contendo clorofila é injetada 

em um GC, a clorofila não se volatiliza podendo se acumular no insert ou liner do injetor e 

também na coluna, formando novos sítios ativos e afetando o desempenho da análise. 

Portanto é essencial remover a clorofila antes da análise cromatográfica (MOL et al., 2007; 

RAJSKI et al., 2013).   

Para a etapa de limpeza, a técnica extração em fase sólida dispersiva (d-SPE) tem sido 

utilizada com bastante frequência. Nesta, uma alíquota do extrato é adicionada a uma pequena 

quantidade de sorvente, o qual remove os coextrativos da matriz. A d-SPE tem vantagens por 

ser um método de limpeza simples, rápido e permite o uso de pequenas quantidades de 

sorventes, quando comparada à SPE, além de ser possível a combinação de diferentes tipos de 

sorventes, de acordo com a necessidade de remoção de interferentes (BORGES et al., 2015). 

A d-SPE é apropriada para a triagem de resíduos em várias matrizes, incluindo o chá.  Muitos 

tipos de sorventes de d-SPE (simples ou mistos) como amina primária secundária (PSA), 

octadecil (C18) e negro de fumo grafitado (GCB) têm sido muito aplicados para chá (LU et 

al., 2010; STEINIGER et al., 2010; ZHAO et al., 2012; LOZANO et al., 2012; LIU et al., 

2014).  

A capacidade da SLE/LTP em reduzir a concentração de interferentes e a limpeza 

aprimorada oferecida pela d-SPE permite que a partir da associação destas duas técnicas 

sejam gerados extratos relativamente mais puros (WEN LIU et al., 2024).  

Após o preparo da amostra, é necessário o emprego de uma técnica instrumental para 

análise de pesticidas. As técnicas mais utilizadas para análise de resíduo em chá verde são a 

cromatografia gasosa (GC) e cromatografia líquida (LC) devido a facilidade de executar as 

separações, identificar e quantificar os analitos presentes na amostra com baixos limites de 

detecção (LD), de quantificação (LQ) e boa precisão (LI et al., 2012; FAN et al., 2013; 

HAYWARD et al., 2013; HAYWARD, WONG & PARK, 2015; HOU et al., 2016; WU et 

al., 2022; SOLTANI & SERESHTI, 2022). 

Dada a importância de desenvolver técnicas de extração eficientes e simplificadas para 

monitorar e identificar resíduos de pesticidas em folha de chá verde, o presente estudo teve 

como objetivo desenvolver um método utilizando a técnica SLE/LTP associada à d-SPE para 
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determinação de resíduos de pesticidas em amostras de folhas desidratadas de chá verde, 

empregando GC-MS. 

Os pesticidas selecionados para estudo, que são autorizados de acordo com a União 

Europeia para o controle de doenças e pragas na cultura de chá verde, são: pirimifos-metílico, 

clorpirifós, triadimenol, flutriafol, dieldrin, ciproconazol, bifentrina, -cialotrina. Na Tabela 1, 

são apresentados os compostos escolhidos para estudo com algumas de suas propriedades 

físico-químicas e seus respectivos LMR segundo a União Europeia. 
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Tabela 1. Propriedades físico-químicas dos pesticidas pirimifos-metil, clorpirifós, triadimenol, flutriafol, dieldrin, bifentrina, ciproconazol e λ-
cialotrina e seus grupo/classe química, classe toxicológica e limites máximos de resíduos (LMR) de acordo com a União Europeia. 

Composto 
LMRa/
mg kg-1 

Grupo 
químico/Classe 

Classe 
toxicológica  

Massa 
molecular

/g mol-1 

Log 
KOWb 

Solubilidadec 
/mg L-1 

Ponto de 
Ebuliçãod/°C 

Pirimifós-metílico 

 

0,05 
Organofosforado/

Inseticida, 
acaricida 

Classe III 305,33 4,2 11 386,5 ± 52,0 

Clorpirifós 

 

0,05 
Organofosforado/

Inseticida 
Classe III 350,58 4,7 

 
1,05 

 
375,9 ±52,0 

Triadimenol 

 

0,05 Triazol/Fungicida Classe II 295,78 3,18 72 465,4 ± 55,0 

Flutriafol 
 

 

0,05 Triazol/Fungicida Classe III 301,29 2,3 95 506,5 ± 60,0 
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Dieldrin 

 

0,05 
Organoclorado/ 

Inseticida 
Classe III 380.91 3,7 0,14 416,2 ± 45,0 

Bifentrina 

 

30 
Piretróide/Inseticida, 

acaricida 
Classe III 422,88 6,6 

 
0,001 

 
453,2 ±45,0 

Ciproconazol 

 

0,05 Triazol/Fungicida Classe III 291,78 3,09 93 476,9 ± 55,0 

λ-cialotrina 

 

0,05 Piretróide/Inseticida Classe III 449,85 6,8 0,004 498,9 ± 45,0 

aLimite máximo de Resíduo (LMR) de cordo com a União Européia; bcoeficiente de partição octanol-água a pH 7 e 20 °C; cem água a 20 °C; 
d a 760 mmHg. Fonte: IUPAC, 2023; União Europeia, 2023.  
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2. OBJETIVOS  

2.1. Objetivo geral 

• Desenvolver um método utilizando a técnica extração sólido-líquido com partição em 

baixa temperatura (SLE/LTP) associada à dispersão de matriz em fase sólida (d-SPE) 

para determinação de resíduos de pesticidas em folhas de chá verde desidratadas por 

cromatografia gasosa. 

2.2. Objetivos específicos 

• Determinar as condições cromatográficas para análise de resíduos de pesticidas por 

GC-MS; 

• Otimizar a técnica d-SPE para remoção de clorofila do extrato obtido da SLE/LTP; 

• Otimizar a extração dos pesticidas em amostras de folha de chá verde desidratadas 

utilizando a SLE/LTP; 

• Validar o método (SLE/LTP-GC-MS) otimizado; 

• Aplicar o método otimizado e validado para determinar resíduos de pesticidas em chás 

comercializados nas regiões Sudeste e Sul do Brasil. 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Preparo de solução-padrão e Reagentes 

Os seguintes padrões analíticos dos pesticidas pirimifós-metílico (pureza = 99,5% 

m/m, Sigma-Aldrich), clorpirifós (pureza = 99,0% m/m, Sygenta), triadimenol (pureza = 

99,0% m/m, Dr. Ehrenstorfer GmbH), flutriafol (pureza = 97,0% m/m, Sigma-Aldrich), 

dieldrin (pureza = 99,8%, Sigma-Aldrich), ciproconazol (pureza = 99,8%, Sigma-Aldrich), 

bifentrina (pureza = 92,2% m/m, FMC), λ-cialotrina (pureza = 95,0% m/m, Sigma-Aldrich), 

foram empregados neste estudo.  

Foram preparadas soluções-estoque dos padrões de cada pesticidas na concentração de 

1000 mg L-1 em acetonitrila 99,9% grau HPLC (Sigma-Aldrich). Outras soluções de trabalho 

usadas foram preparadas a partir da solução estoque, por meio de diluições. Todas estas 

soluções foram armazenadas em freezer à temperatura de aproximadamente - 20 °C (± 2 ºC). 

Também foram utilizados neste estudo os sorventes quitosana (Sigma-Aldrich), sílica 

(Merck), florisil (Sigma-Aldrich), PSA (Agilent Technologies), C18 (Supelco), GBC 

(Supelco), sulfato de sódio (Na2SO4) (Vetec). 
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3.2.  Equipamentos  

As análises foram realizadas em um cromatógrafo a gás (Shimadzu) equipado com um 

detector espectrômetro de massa (MS) tipo quadrupolo (GCMS-QP2010), e um auto-injetor 

(AOC-20i.), marca Shimadzu. Um banho ultrassônico (Sanders) operado a 280W e 40 kHz, 

balança analítica (Shimadzu AUY 220), um agitador vórtex (Certomat® MV), uma centrífuga 

(Quimis®, ISO 8001), um espectrofotômetro (USB2000+, Ocean Optics) e um freezer 280 L 

(Consul). 

3.3. Condições Cromatográficas 

As seguintes condições cromatográficas, programação de aquecimento da coluna, 

temperatura do injetor e do detector, modo de injeção e vazão do gás de arraste, foram 

otimizadas com o objetivo de se obter uma boa resolução e separação dos picos dos pesticidas 

em um menor tempo de análise.  

A separação cromatográfica de todos os analitos foi realizada utilizando uma coluna 

capilar (SH-Rtx-5MS) cuja fase estacionária é composta de 5% fenil e 95% 

dimetilpolissiloxano com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro interno e 0,25 m de 

espessura do filme. O gás de arraste utilizado foi o hélio (grau de pureza 99,999%, White 

Martins) a uma vazão de 1,17 mL min-1. A programação de temperatura consistia em manter a 

temperatura inicial em 160 °C por 1 min, aquecer a uma taxa de 20 °C min-1 até 290 °C e 

manter esta temperatura por 2,5 min. O tempo total de análise foi de 10,00 min. A 

temperatura do injetor foi mantida a 300 °C. Um volume de 1 μL de amostra foi injetado no 

cromatógrafo, usando o modo de injeção splitless.  

O espectrômetro de massas (MS) foi operado por impacto de elétrons 70 eV. Foi 

definido um corte de 5 min para evitar danos ao instrumento. As temperaturas da interface do 

detector foi de 300 °C, e a temperatura da fonte de ionização foi de 230 °C.  Primeiramente 

uma análise no modo Scan ou TIC (total ion chromatogram-cromatograma de íons totais) foi 

realizada para obtenção dos tempos de retenção (tR) e dos espectros de massas dos pesticidas 

em estudo. A partir desses espectros foram definidos os íons dos compostos para realizar as 

análises no modo de monitoramento seletivo de íons (Select Ion Monitoring-SIM).  

3.4. Amostras de chá 

Para otimização e validação da técnica SLE/LTP associada à d-SPE, amostras de chá 

verde isentas de pesticidas foram adquiridas no mercado de Viçosa-MG. A ausência dos 

pesticidas foi confirmada analisando seus extratos por GC-MS.  
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Nas etapas de otimização as matrizes foram fortificadas com solução padrão contendo 

todos os analitos em estudo, preparados em acetonitrila.  

3.5.    Remoção de clorofila por d-SPE de extratos obtidos de folhas de chá verde por 

SLE/LTP 

3.5.1. Processo de extração 

Para a obtenção dos extratos, 1,0 g de folhas de chá verde desidratadas, trituradas e 

peneiradas em peneira de 40 mesh foram colocadas em contato com 3,0 mL de água ultrapura 

obtida no sistema Milli-Q, 4,0 mL de acetonitrila e agitadas em vórtice por 60 s e 

centrifugado por 9 min a 560 g. Essa mistura foi então colocada em freezer a -20 °C por 6 

horas. 

Após o congelamento da água e da amostra, o extrato orgânico foi coletado e utilizado 

no estudo de limpeza (remoção de clorofila).  

3.5.2. Remoção de clorofila dos extratos de folha de chá verde obtidos da 

SLE/LTP (Clean-up) 

Diferentes sorventes foram utilizados para avaliar a remoção de clorofila nos extratos 

obtidos da SLE/LTP por d-SPE. Foram utilizados como sorvente florisil, quitosana, sílica, 

PSA, C18 e GBC e também algumas misturas sendo, PSA/C18 (1:1, m/m), PSA/C18/GBC 

(1:1:1, m/m/m), PSA/GBC (1:1, m/m) e C18/GBC (1:1, m/m). 

Esta avaliação foi realizada transferindo 1,5 mL do extrato, resultante da SLE/LTP, 

para um frasco de teflon com capacidade de 15,00 mL contendo 125 mg de cada sorvente. O 

sistema foi agitado em vórtex (3 min) e logo após centrifugado (4 min). O sobrenadante foi 

recolhido e diluído em acetonitrila, na proporção 1:4 v/v (extrato: solvente) e posteriormente 

analisados em um espectrofotômetro. As análises foram realizadas no comprimento de onda 

de máxima absorbância da clorofila que é de 660 nm.  

3.5.3. Seleção de sorvente para d-SPE 

Para avaliar o melhor sorvente ou mistura de sorventes para a remoção da clorofila nos 

extratos obtidos por SLE/LTP, foi realizada uma otimização univariada. Todos os parâmetros 

da SLE/LTP e da d-SPE foram mantidos constantes nesta etapa. Sendo para a SLE/LTP 

volume de água (3,0 mL), volume de acetonitrila (4,0 mL), agitação em vórtex (60 s), 

centrifugação (9 min, 560 g) e congelamento a -20 °C (6 h). Para a d-SPE foram mantidos 
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constantes a massa do sorvente (125 mg), tempo de agitação (3 min) e centrifugação (4 min). 

Foram avaliados quitosana, sílica, florisil, PSA, C18 e GBC e também misturas dos mesmos, 

PSA/C18 (1:1, m/m), PSA/C18/GBC (1:1:1, m/m/m), PSA/GBC (1:1, m/m) e C18/GBC (1:1, 

m/m). As absorbâncias dos extratos após a etapa de limpeza foram utilizadas como respostas 

analíticas. 

3.5.4. Otimização das proporções entre os sorventes  

Após a otimização dos sorventes mais adequados (PSA/C18) para remoção da 

clorofila no extrato obtido por SLE/LTP, foi avaliada a melhor proporção entre esses 

sorventes. Para este estudo uma otimização univariada foi realizada, variando as proporções 

de PSA/C18 (1:1, m/m), PSA/C18 (1:3, m/m) e PSA/C18 (3:1, m/m). Os demais parâmetros 

da SLE/LTP e d-SPE foram mantidos constantes como descrito no item 3.5.3. 

3.5.5. Estudo da retenção dos analitos pelos sorventes 

Um estudo para avaliar a possível retenção dos analitos pela mistura dos sorventes 

PSA/C18 (1:1, m/m) foi realizado empregando um extrato da SLE/LTP fortificado com os 

pesticidas, na concentração de 0,80 mg L-1. Estas amostras foram analisadas, em triplicata, 

por GC-MS. Posteriormente, essas amostras foram submetidas à limpeza por d-SPE e 

analisadas por GC-MS. Os resultados obtidos para o extrato sem a etapa de clean-up foram 

utilizados como referência neste estudo. 

3.5.6. Otimização da técnica dispersão em fase sólida (d-SPE) 

Após definir os sorventes e suas proporções, um planejamento 23 com ponto central 

(n=3) foi realizado com o objetivo de otimizar a massa destes, o tempo de agitação e o tempo 

de centrifugação para obter um clean-up adequado por d-SPE. As absorbâncias dos extratos 

após tratamento foram utilizadas como respostas analíticas. Os dados do planejamento são 

apresentados na Tabela 2. 
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Tabela 2. Planejamento fatorial 23 com ponto central (n=3) para otimização dos parâmetros 
massa de sorvente, tempo de agitação e tempo de centrifugação para d-SPE usada no clean-up 
de extrato de folhas de chá verde obtidas por SLE/LTP. 

 Variáveis 
Níveis 

(-1) (0) (+1) 

 Massa sorvente (mg) 75 100 125 

 Tempo de agitação (min) 1 2 3 

 Tempo de centrifugação (min) 2 3 4 

Ensaio  Fatores codificados 

 Massa sorvente 
Tempo de 
agitação 

Tempo de 
centrifugação 

1 - - - 

2 + - - 

3 - + - 

4 + + - 

5 - - + 

6 + - + 

7 - + + 

8 + + + 

9 0 0 0 

10 0 0 0 

11 0 0 0 

 

3.6. Fortificação das amostras de folha de chá verde 

Neste estudo, amostras de folhas de chá verde (1,0 g) foram trituradas, peneiradas e 

pesadas em balança analítica. Essas amostras foram fortificadas com 0,1 mL da solução de 

trabalho contendo os pesticidas (pirimifos-metílico, clorpirifós, triadimenol, flutriafol, 

dieldrin, ciproconazol, bifentrina, λ-cialotrina) na concentração de 32,0 mg L-1. 

As amostras de chá verde fortificadas foram agitadas em vórtex durante 10 segundos e 

deixadas em repouso por duas horas, de maneira a conseguir uma melhor interação dos 

pesticidas com a amostra e para evaporação do solvente orgânico proveniente da solução 

padrão. Após as duas horas todas as amostras foram submetidas ao processo de extração, de 

maneira a determinar as condições ótimas para análise dos oito pesticidas em estudo por 

cromatografia gasosa. 
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3.7. Extração sólido-líquido com partição em baixa temperatura (SLE/LTP) 

3.7.1. Extração dos pesticidas por SLE/LTP – Técnica geral 

Uma massa de 1,0 g das amostras de folha de chá verde foi pesada em frascos de vidro 

com tampa plástica, com capacidade de 22,00 mL.  Essas amostras foram fortificadas de 

acordo com o item 3.6. Essas amostras foram agitadas em vórtex por 10 s e deixadas em 

repouso por duas horas. Posteriormente, a essas amostras foram adicionadas água, acetonitrila 

e sal de acordo com o planejamento proposto (Tabela 3). A mistura obtida foi em seguida 

agitada em vórtex. Após agitação as amostras foram levadas à centrifugação a 560 g e 

colocadas em freezer a -20 °C. O volume de água, volume de acetonitrila, força iônica, tempo 

de agitação, tempo de centrífuga e tempo de freezer foram otimizados para se obter melhor 

eficiência na extração dos pesticidas em estudo. 

Após congelamento da água e da amostra a fase orgânica foi recolhida e empregada no 

estudo de clean-up  

3.7.2. Otimização da técnica de extração sólido-líquido com partição em baixa 

temperatura (SLE/LTP) 

Após a otimização da etapa de clean-up (d-SPE) a técnica SLE/LTP foi otimizada e 

alguns parâmetros importantes para análise dos pesticidas em estudo foram avaliados 

procurando-se obter os melhores rendimentos com menor tempo de análise e baixo custo. A 

otimização da SLE/LTP foi dividida em duas etapas, na primeira foram otimizados o volume 

de água, o volume de solvente extrator e a força iônica, e na segunda foram otimizados os 

tempos de agitação, centrifugação e congelamento. 

3.7.3. Otimização dos parâmetros volume de água, volume do solvente extrator e 

a força iônica na SLE/LTP 

Um planejamento fatorial completo 23 com ponto central (n=3) foi utilizado para 

otimizar estes parâmetros. As áreas relativas obtidas nas análises foram utilizadas como 

respostas analíticas. Os dados do planejamento são apresentados na Tabela 3. Para avaliar a 

força iônica foi utilizado sulfato de sódio (Na2SO4).  

  



31 
 

 
 

Tabela 3. Planejamento fatorial 23 com ponto central (n=3) aplicado na otimização do volume 
de acetonitrila, volume de água e força iônica para SLE/LTP usada na extração de pesticidas 
presentes em amostras de folhas de chá verde. 

 Variáveis 
Níveis 

(-1) (0) (+1) 

 Força iônica (mol L-1) 0 0,01 0,02 

 Volume de água (mL) 3 4 5 

 Volume de acetonitrila (mL) 4 5 6 

Ensaio  Fatores codificados 

 Força iônica Volume de água 
Volume de 
acetonitrile 

1 - - - 

2 + - - 

3 - + - 

4 + + - 

5 - - + 

6 + - + 

7 - + + 

8 + + + 

9 0 0 0 

10 0 0 0 

11 0 0 0 

3.7.4. Otimização dos parâmetros tempo de agitação, centrifugação e 

congelamento para SLE/LTP 

Um segundo planejamento foi realizado para otimizar o tempo de agitação, 

centrifugação e de congelamento, com a finalidade de se obter uma melhor extração para os 

pesticidas estudados. Para isso, também foi realizado um planejamento fatorial completo 23 

com ponto central (n=3). Utilizou-se como resposta analítica as áreas relativas obtidas nas 

análises. Os dados do planejamento estão dispostos na Tabela 4.  
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Tabela 4. Planejamento fatorial 23 com ponto central (n=3) aplicado na otimização do tempo 
de agitação, centrifugação e congelamento para SLE/LTP usada na extração de pesticidas 
presentes em amostras de folhas de chá verde. 

 Variáveis 
Níveis 

(-1) (0) (+1) 

 Agitação (s) 30 45 60 

Tempo Centrifugação (min) 3 6 9 

 Congelamento (h) 4 5 6 

Ensaio  Fatores codificados 

 Agitação Centrifugação Congelamento 

1 - - - 

2 + - - 

3 - + - 

4 + + - 

5 - - + 

6 + - + 

7 - + + 

8 + + + 

9 0 0 0 

10 0 0 0 

11 0 0 0 

3.8.   Validação do método SLE/LTP 

O método SLE/LTP-GC-MS otimizado para determinação de pesticidas em folhas de 

chá verde foi validado e seguiu os critérios estabelecidos pelo órgão regulamentador 

ANVISA, Resolução RDC nº 166/17 (ANVISA, 2017). As figuras de mérito avaliadas foram 

seletividade, linearidade, limite de detecção (LD), limite de quantificação (LQ), exatidão 

(ensaios de recuperação), precisão (repetitividade e precisão intermediária) e efeito de matriz.  

Apenas os pesticidas pirimifós-metílico, flutriafol, ciproconazol e bifentrina foram 

validados para a folha de chá verde devido a problemas com o sistema cromatográfico, 

ocorrendo a perda de sensibilidade para alguns pesticidas mesmo após manutenção do 

mesmo. 
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3.8.1. Seletividade 

A seletividade do método foi avaliada pela comparação dos cromatogramas dos 

extratos das amostras de folhas de chá verde isenta dos pesticidas em estudo (branco 

analítico) com os cromatogramas dos extratos de folhas de chá verde fortificadas com os 

pesticidas pirimifós-metílico, flutriafol, ciproconazol e bifentrina.  

3.8.2. Limite de quantificação e limite de detecção 

O limite de detecção (LD) deve ser constatado pela obtenção da menor quantidade do 

analito em uma amostra que poderá ser detectado, porém não quantificado. Já o limite de 

quantificação (LQ) é a menor concentração do analito determinada com precisão e exatidão 

aceitáveis sob condições experimentais estabelecidas (ANVISA, 2017). 

O limite de detecção (LD) do método proposto foi estabelecido considerando o valor 

igual a três vezes o sinal da linha base (ruído) obtido pela injeção do extrato da amostra de 

chá verde isenta dos pesticidas no GC-MS. O limite de quantificação (LQ) foi determinado 

considerando um sinal dez vezes maior que o sinal ruído (ANVISA, 2017).  

3.8.3. Linearidade do método  

A linearidade do método SLE/LTP-GC-MS foi avaliada através de curvas analíticas 

construídas pela relação da área do analito com suas respectivas concentrações. As amostras 

de folhas de chá verde foram fortificadas e submetidas ao método SLE/LTP. Uma curva 

analítica foi construída com seis níveis de concentração (0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,0 mg kg-1) 

para pirimifós-metílico, flutriafol, ciproconazol e bifentrina. A linearidade foi determinada 

com base no coeficiente de determinação (R2) e pelo gráfico de resíduos.  

3.8.4. Exatidão 

A exatidão do método foi obtida por ensaios de recuperação (% R), realizados em três 

concentrações diferentes (0,05; 0,4 e 1,0 mg kg-1) e em triplicata (ANVISA 2017). A 

porcentagem de recuperação foi obtida conforme a Equação 1. Para o estudo de exatidão as 

folhas de chá verde foram fortificadas e submetidas ao método SLE/LTP-GC-MS. 

%𝑅 =  [𝐶 𝐸  𝑥 100𝐶𝑅 ]  + 100           Equação 1 

Onde,  𝐶𝐸 = Média das concentrações obtidas experimentalmente; 𝐶𝑅 = Concentração real (concentração em que as amostras foram fortificadas). 
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3.8.5. Precisão 

A precisão do método representa a dispersão de seus resultados em diferentes ensaios. 

A precisão do método otimizado SLE/LTP-GC-MS para determinação de resíduos de 

pesticidas em folhas de chá verde foi avaliada por estudos de repetitividade e precisão 

intermediária em três níveis de concentração (0,05; 0,4 e 1,0 mg kg-1) com três repetições em 

cada nível. Amostras de folhas de chá verde foram fortificadas e submetidas ao método. Esses 

resultados são avaliados pelo coeficiente de variação (CV), calculados conforme a Equação 2. 𝐶𝑉 =  (𝑆𝑋)  𝑥 100   Equação 2 

Onde,  

s =  Desvio padrão das áreas obtidas; 

x = Média entre as áreas obtidas. 

3.8.6. Repetitividade 

Para avaliar a repetitividade foi realizado um experimento onde as folhas de chá verde 

foram fortificadas e submetidas ao método SLE/LTP-GC-MS para três níveis de concentração 

(0,05; 0,4; 1 mg kg-1) em triplicata para todos os pesticidas em estudo. Para tal estimativa, 

foram determinados os coeficientes de variação (CV) de cada pesticidas. 

3.8.7. Precisão intermediária 

A precisão intermediária foi avaliada pelos seus respectivos coeficientes de variação 

(CV) de cada pesticidas em estudo, que foram obtidos pelas análises dos extratos em três 

níveis de concentração (0,05; 0,4; 1 mg kg-1) e em triplicata. A precisão intermediária foi 

realizada utilizando os mesmos equipamentos pelo mesmo analista em três dias diferentes (dia 

1, dia 3 e dia 5). 

3.8.8. Efeito de matriz 

A avaliação do efeito de matriz foi realizada comparando as curvas analíticas das 

soluções padrões preparados em acetonitrila e a curvas preparadas nos extratos orgânicos das 

folhas de chá verde isentas dos pesticidas em estudo, obtidos após a realização da extração 

SLE/LTP (PINHO et al., 2009). O efeito de matriz percentual foi determinado de acordo com 

a Equação 3 (KWON et al., 2012). 

%𝐸𝑀 =  [𝑎𝐸−𝑎𝑆𝑎𝑆 ]  𝑥 100           Equação 3 
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Onde, 

aE = Inclinação da curva analítica de cada pesticida preparada em extrato da matriz; 

 aS = Inclinação da curva analítica de cada pesticida preparada em solvente puro. 

3.9. Aplicação do método 

O método SLE/LTP-GC-MS validado, foi aplicado para determinação dos pesticidas 

(pirimifós-metílico, flutriafol, ciproconazol e bifentrina) em diferentes amostras de chás das 

regiões Sudeste e Sul do Brasil. Todas as amostras foram analisadas em triplicatas. A 

aplicação do método SLE/LTP-GC-MS foi realizada em 14 variedades de chá, totalizando 51 

amostras. A distribuição das amostras incluiu oito de chá verde (Camellia sinensis), três de 

chá preto (Camellia sinensis), três de chá branco (Camellia sinensis), sete de erva-cidreira 

(Melissa officinalis), cinco de erva-doce (Pimpinella anisum), sete de camomila (Matricaria 

recutita), seis de cavalinha (Equisetum giganteum), duas de erva-mate (Ilex paraguariensis), 

quatro de boldo (Peumus boldus), duas de hortelã (Mentha sp) e uma amostra de dente-de-

leão (Taraxacum officinale), espinheira santa (Maytenus ilicifolia), quebra-pedra (Phyllanthus 

niruri) e capim-limão (Cymbopogon citratus). 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Análise cromatográfica 

Todos os pesticidas foram analisados em um GC-MS no modo Scan e SIM, 

respectivamente. Todos os cromatogramas foram obtidos como descrito no item 3.3.  O tempo 

necessário para total eluição de todos os analitos foi de 10,0 min. Os tempos de retenção dos 

analitos, foram obtidos pela análise, no modo Scan, de uma solução padrão contendo os 

pesticidas pirimifós-metílico, clorpirifós, triadimenol, flutriafol, dieldrin, ciproconazol, 

bifentrina e λ-cialotrina na concentração de 3,0 mg L-1 preparada em acetonitrila (Figura 1). 

Com auxílio da biblioteca (NIST 2014) foi possível identificar cada pesticidas em estudo.  
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É possível observar no cromatograma a presença de picos simétricos e que as 

condições cromatográficas estabelecidas forneceram uma boa resolução, pois não houve 

sobreposição de picos.  No cromatograma obtido, a presença de picos duplos para a -

cialotrina (pico 8) é devida à formação de um isômero durante a injeção no cromatógrafo a 

gás (MASTOVSKA, 2004). Para o tratamento dos dados foi utilizada a soma das áreas dos 

picos isômeros. As razões massa/carga (m/z) selecionadas para cada composto em seu 

respectivo tempo de retenção são apresentadas na Tabela 5.  

  

(8) 

(2) 

Figura 1.  Cromatograma, no modo Scan, de uma solução padrão em acetonitria dos 
pesticidas (1) pirimifós-metílico (tR = 5,96 min), (2) clorpirifós (tR = 6,18 min), (3) 
triadimenol (tR = 6,67 min), (4) flutriafol (tR = 6,98 min), (5) dieldrin (tR = 7,29 min), 
(6) ciproconazol (tR = 7,39 min), (7) bifentrina (tR = 8,38 min) e (8) -cialotrina (tR = 
8,89; 9,09 min) na concentração de 3,0 mg L-1.  
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Tabela 5. Íons selecionados dos pesticidas em estudo e o tempo de retenção. 

4.2. Remoção clorofila das folhas de chá verde (Clean-up) 

A otimização para este estudo foi dividida em três etapas. Na primeira, os sorventes 

foram avaliados, na segunda foram otimizadas as proporções entre os sorventes que 

promoveriam maior remoção de clorofila e na terceira otimização foram avaliadas a massa 

dos sorventes, o tempo de agitação e o tempo centrifugação utilizados na d-SPE.  

Para este estudo foi utilizado um espectrofotômetro e as absorbâncias obtidas para os 

extratos em 660 nm, comprimento de onda de máxima absorção da clorofila, foram usadas 

como resposta analítica.  

4.2.1. Otimização dos sorventes 

Vários sorventes e misturas de sorventes foram testados, em triplicata, para remoção 

de clorofila dos extratos das amostras obtidas pela técnica SLE/LTP. Foi comparada a 

absorbância do extrato obtido das folhas de chá verde sem o clean-up, onde foi considerado o 

valor de 100% de clorofila, com a absorbância de cada clean-up, para avaliar sua remoção. 

Os espectros de absorção na região do visível (600 a 800 nm), apresentados na Figura 

2 mostram um pico com máxima absorção no comprimento de onda de 660 nm, referente à 

absorção da clorofila. As absorbâncias neste comprimento de onda foram empregadas para 

avaliar os extratos obtidos pela técnica SLE/LTP e submetidos ao clean-up por d-SPE com 

diferentes sorventes e misturas de sorventes.  

 

Pesticidas 
Íons monitorados 

(m/z) 
Tempo de 

retenção (min)  
Pirimifos-metílico 290, 276, 305 5,96 

Clorpirifós 199, 197, 314 6,18 

Triadimenol 112, 168, 128 6,67 

Flutriafol 123, 164, 219 6,98 

Dieldrin 79, 81, 82 7,29 

Ciproconazol 222, 139,125 7,39 

Bifentrina 181, 166, 165 8,38 

-cialotrina 181, 197, 208 8,89; 9,09 
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A porcentagem da remoção de clorofila do extrato de folha de chá verde obtido por 

SLE/LTP por d-SPE para cada um dos sorventes é mostrada na Figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Espectro de absorção para a clorofila no extrato obtido por SLE/LTP sem 
clean -up e submetido a etapa de clean-up por d-SPE com diferentes sorventes. 

Figura 3. Porcentagem de remoção de clorofila por d-SPE do extrato de folha de chá 
verde obtido por SLE/LTP para diferentes sorventes. 
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Como mostrado na Figura 3, dentre todos os sorventes testados, observou-se que a 

mistura de PSA/C18 apresentou melhor resultado em relação aos outros sorventes para 

remoção de clorofila das amostras de folha de chá verde, obtendo uma remoção de 89,5%. 

Esses sorventes vêm sendo muito utilizados em trabalhos com matrizes como chá para a etapa 

de clean-up como é o caso do trabalho de STEINIGER et al., 2010. 

Quando testados individualmente, os sorventes PSA e C18 apresentaram menor 

eficiência em comparação à sua combinação. Isto sugere que sua mistura permite uma ação 

complementar, resultando em uma remoção mais eficaz da clorofila do meio. C18 é 

reconhecido pela sua eficácia na extração de substâncias apolares e moderadamente polares. 

Por outro lado, o PSA funciona como um trocador de ânions e pode interagir com outros 

compostos através de ligações de hidrogênio ou interações dipolo-dipolo. Além disso, devido 

à presença de grupos amino primários e secundários em sua estrutura, o PSA também pode 

servir como agente quelante, tornando-o mais adequado para extração de compostos polares. 

A clorofila, por outro lado, contém grupos polares e apolares em sua estrutura, permitindo-lhe 

interagir com ambos os sorventes (LIU et al., 2011). Isso fornece uma justificativa para a 

maior eficiência de extração observada quando PSA e C18 foram combinados para remoção 

de clorofila via d-SPE.  

A diferença de coloração entre os extratos da amostra de chá verde obtidos pela 

técnica SLE/LTP sem clean-up e com clean-up (PSA/C18), pode ser observada na Figura 4.  

(A) (B)

Figura 4. Extratos de chá verde obtidos pela técnica SLE/LTP (A) sem limpeza e (B) 
com clean-up com mistura PSA/C18. 
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4.2.2. Otimização da proporção entre os sorventes 

Após definir o melhor sorvente para remoção de clorofila dos extratos de SLE/LTP 

por d-SPE como sendo a mistura de PSA/C18, uma nova otimização univariada foi feita para 

avaliar a melhor proporção dos sorventes, conforme descrito no item 3.5.4.  A absorbância foi 

avaliada no comprimento de onda de máxima absorção e avaliada a melhor remoção. A 

análise foi realizada em triplicata e os resultados são apresentados na Figura 5. 

Os resultados para as três proporções avaliadas mostraram uma diferença mínima na 

remoção de clorofila. O aumento da quantidade de PSA conferiu maior polaridade à mistura 

de adsorventes, mas não impactou significativamente a porcentagem de remoção de clorofila. 

Por outro lado, o aumento da proporção de C18 reduziu a polaridade da mistura de 

adsorventes e diminuiu a eficiência da remoção, indicando uma menor interação entre a 

molécula de clorofila e os adsorventes no meio. Consequentemente, a proporção PSA/C18 1:1 

(m/m) foi escolhida para as etapas seguintes deste estudo. 

4.2.3. Estudo da retenção dos analitos em estudo 

Um estudo de recuperação para avaliar se os sorventes PSA/C18 (1:1) poderiam reter 

os analitos em estudo foi realizado. O extrato fortificado foi submetido à etapa de clean-up e 

analisado por GC-MS. As áreas dos pesticidas no extrato sem clean-up foram comparadas 

Figura 5. Diferentes proporções de PSA/C18 utilizados na etapa de clean-up para remoção de 
clorofila em extratos de folha de chá verde obtidos por SLE/LTP. 
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com as áreas dos mesmos no extrato submetido ao clean-up. Os resultados dos percentuais de 

recuperação são mostrados na Figura 6.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A taxa de recuperação dos analitos no extrato submetido à SLE/LTP apresentou uma 

variação entre 107-119%. A observação de valores acima de 100% sugere a possibilidade de 

interferência na matriz. É importante notar que, mesmo com essa variação, os resultados 

indicam uma recuperação satisfatória, pois valores entre 70-120% são considerados aceitáveis 

(ANVISA, 2017). 

4.2.4. Otimização da técnica dispersão em fase sólida (d-SPE) 

No processo de otimização da técnica d-SPE para a etapa de clean-up alguns 

parâmetros importantes para a análise da remoção da clorofila foram avaliados. Foram 

otimizados a massa do sorvente, tempo de agitação e tempo de centrifugação conforme 

descrito no item 3.5.6. 
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Figura 6. Porcentagem de recuperação de cada analito em extrato de chá verde obtidos 
por SLE/LTP submetidos a d-SPE contendo uma mistura de PSA/C18. 
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A otimização destes fatores foi realizada através de um planejamento 23 com ponto 

central e a significância de cada fator foi avaliada pela análise de variância (ANOVA) usando 

níveis de significância p-valor. A absorbância de cada ensaio foi empregada para avaliar os 

resultados e gerar o gráfico de Pareto dos efeitos e interações, apresentado. na Figura 7. 

 

Figura 7.  Gráfico de Pareto dos efeitos das variáveis massa do sorvente (1), tempo de 
centrifugação (2) e tempo de agitação (3) para remoção de clorofila em extrato de chá verde 
obtido por SLE/LTP por d-SPE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como pode ser observado, pelo gráfico de Pareto, a massa do sorvente (fator 1) foi 

significativa de modo negativo, indicando que maior massa gera menor sinal de absorbância. 

O tempo de centrifugação também foi significativo de modo negativo (fator 2), indicando que 

maior tempo de centrifugação diminui a resposta da absorbância. Já para a agitação (fator 3), 

a resposta não foi significativa. Como menor absorbância indica a melhor remoção da 

clorofila no extrato de SLE/LTP, será utilizado para a etapa de clean-up do extrato de 

SLE/LTP de folha de chá verde a maior massa de sorvente, sendo esta 125 mg, o maior tempo 

de centrifugação, que é de 4 min e o menor tempo de agitação, 1 min. 

Remoção de clorofila (d-SPE)

-,396973

-,510393

1,417759

-1,92815

-2,7221

-11,0018

p=,05

2by3
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1by2

(2)Centrifugação

(1)Massa
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4.3. Otimização da técnica de extração sólido-líquido com partição em baixa 

temperatura (SLE/LTP) para determinação de resíduos de pesticidas das 

folhas de chá verde 

A otimização para este estudo foi dividida em duas etapas. Na primeira, os volumes de 

água, de solvente extrator e força iônica foram otimizados e na segunda foram otimizados os 

tempos de agitação, de centrifugação e de congelamento. 

4.3.1. Otimização do volume de água, volume de acetonitrila e força iônica na 

SLE/LTP 

Os volumes de água, acetonitrila e força iônica foram otimizados utilizando um 

planejamento fatorial 23 com ponto central conforme descrito no item 3.7.3. A significância 

de cada fator foi avaliada pela análise de variância (ANOVA) usando níveis de significância 

p-valor a um nível de 95% de confiança. A área de cada pesticidas nos extratos dos 

respectivos ensaios foi utilizada para gerar os gráficos de Pareto. Estes gráficos mostram os 

valores dos efeitos de cada uma das variáveis e da interação entre elas, de forma a verificar se 

os mesmos são estatisticamente significativos. Os gráficos foram gerados com os resultados 

obtidos para os pesticidas, isoladamente, como mostrado nas Figuras 8 e 9. 
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Fonte: A autora. 

Figura 8. Gráficos de Pareto dos efeitos das variávies força iônica (1), volume de água (2) e volume de ACN (3) para os pesticidas (A) 
pirimifós-metílico, (B) clorpirifós, (C) triadimenol, (D) flutriafol. 
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Figura 9. Gráficos de Pareto dos efeitos das variávies força iônica (1), volume de água (2) e volume de ACN (3) para os pesticidas (E) 
dieldrin, (F) ciproconazol, (G) bifentrina, (H) -cialotrina. 
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A Tabela 6 apresenta um resumo com todos os analitos em estudo e os valores dos 

efeitos de cada uma das variáveis (força iônica, volume de água e volume de acetonitrila) e da 

interação entre elas na otimização da SLE/LTP em folhas de chá verde. 

Tabela 6. Pesticidas em estudo e seus respectivos valores dos efeitos de cada uma das 
variáveis e da interação entre elas na otimização da força iônica, volume de água e volume de 
acetonitrila da SLE/LTP em folhas de chá verde. 

Analitos (1) Força iônica (2) Água (3) ACN 1x2 1x3 2x3 

Pirimifos-metílico 
 

4,97 2,43 -20,7 NS -2,68 2,78 

Clorpirifós 
 

2,57 -4,14 -14,52 NS NS 5,53 

Triadimenol 
 

7,32 NS -33,5 NS -3,39 NS 

Flutriafol 6,78 8,21 -34,4 NS -3,27 NS 
       

Dieldrin 2,53 NS -6,54 NS NS 3,85 
       

Ciproconazol 6,51 9,08 -35,5 NS -3,95 NS 
       

Bifentrina 2,53 -8,95 -4,26 NS NS 6,94 
       

-Cialotrina NS -4,44 -9,46 NS NS 4,86 
ACN = acetonitrila; NS = não significativo.  

 

Observou-se uma influência negativa e significativa (a 95% de confiança) para todos 

os analitos em relação a acetonitrila. Isto significa que o uso de menores volumes de 

acetonitrila determinam uma maior concentração dos analitos na fase orgânica. É interessante 

ressaltar que esse efeito causou maior variação no resultado para todos os analitos.  

O efeito da força iônica foi positivo para a extração de sete dos oitos analitos em 

estudo, não havendo influência significativa para a λ-cialotrina. 

O efeito do volume de água apresentou uma complexidade maior. Para três 

analitos, foram observados efeitos negativos, enquanto para outros três, os efeitos 

foram positivos. Outros dois analitos não foram significativamente influenciados pelo 

volume de água. 

Na técnica SLE/LTP, a amostra sólida é colocada em contato com água e um 

solvente miscível com água (fase única). A proporção desses solventes afeta a 

transferência dos analitos da amostra sólida (folhas de chá) para a fase única antes da 

etapa de congelamento. Uma maior porcentagem de água facilita a transferência de 

compostos mais polares, o que pode explicar os resultados observados no estudo. 



47 
 

 
 

Devido a esses diferentes efeitos observados posteriormente, investigações 

adicionais foram realizadas para entender o impacto da escolha de um volume de água 

pequeno ou grande no sinal médio do desenho experimental (termo constante). 

Verificou-se que o uso de grande volume de água diminuiu o sinal do bifentrina em 

51% sobre o sinal médio do desenho experimental (termo constante). Por outro lado, 

um volume menor de água diminuiu o sinal de outros pesticidas em até 29%. Portanto, 

empregar menor volume de água mostrou-se mais vantajoso, pois levou a menor perda 

da resposta cromatográfica da bifentrina. 

Por meio do gráfico de superfície (Figura 10) foi possível verificar que para o 

pirimifós-metílico, triadimenol, flutriafol e ciproconazol, a maior força iônica e o menor 

volume de acetonitrila gerou uma maior resposta, o que está de acordo com os resultados 

observados pelo gráfico de Pareto (Figura 8 e Figura 9). Na Figura 10 é apresentada apenas a 

superfície de resposta do pirimifós-metílico, pois os demais compostos (triadimenol, flutriafol 

e ciproconazol) seguem a mesma tendência. 

 

 

 

Já a interação entre volume de água (Fator 2) e o volume de acetonitrila (Fator 3) foi 

significativa positiva para pirimifós-metílico, clorpirifós, dieldrin, bifentrina e -cialotrina, 

Figura 10. Superfície de resposta representando a interação entre o volume de 
acetonitrila e a força iônica para um planejamento 23 com ponto central (n=3), para o 
pirimifós-metílico. 
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como mostrado na Figura 8 e Figura 9. Através dessa informação, para se determinar a 

influência de cada um dos parâmetros na interação, a superfície de resposta foi analisada. 

Apenas as superfícies de respostas do pirimifós-metílico e do clorpirifós (Figura 11) serão 

apresentadas, pois os compostos dieldrin, bifentrina e -cialotrina seguem a mesma tendência 

da superfície de resposta do clorpirifós.  
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Figura 11. Superfícies de respostas representando a interação entre o volume de 
acetonitrila e o volume de água para um planejamento 23 com ponto central (n=3), para 
o pirimifós-metílico e o clorpirifós. 
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Esses resultados mostram que o menor volume de água irá favorecer a extração dos 

pesticidas em estudo. Enquanto a maior força iônica irá favorecer a extração de sete dos oitos 

analitos em estudo, com exceção da -cialotrina cuja resposta não foi significativa. Com 

relação ao volume de acetonitrila, o menor valor irá favorecer a extração de todos os 

compostos. Assim, optou-se por adotar o menor volume de acetonitrila (4,00 mL), menor 

volume de água (3,00 mL) e maior força iônica (0,02 mol L-1) a fim de promover maior 

recuperação dos analitos na extração por SLE/LTP em amostras de folhas de chá verde 

melhorando a sensibilidade do método. 

4.3.2. Otimização do tempo de agitação, centrifugação e congelamento 

Outros parâmetros importantes que devem ser otimizados para obter uma melhor 

extração pela técnica SLE/LTP são, o tempo de agitação, de centrifugação e de congelamento. 

Para avaliar a condição ótima para essas três variáveis um planejamento fatorial completo 23 

com triplicata no ponto central foi realizado, conforme descrito no item 3.7.4. Nesse 

planejamento, a área cromatográfica atribuída ao analito, determinada experimentalmente, foi 

utilizada como resposta para gerar os gráficos de Pareto. Estas respostas possibilitam verificar 

quais os efeitos e as interações que são estatisticamente significativas. Os gráficos de Pareto 

gerados para cada um dos pesticidas estão dispostos nas Figuras 12 e 13. 
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Figura 12. Gráficos de Pareto dos efeitos das variávies tempo de agitação (1), tempo de centrifugação (2) e tempo de congelamento (3) para os 
pesticidas (A) pirimifós-metílico, (B) clorpirifós, (C) triadimenol e (D) flutriafol. 
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Figura 13. Gráficos de Pareto dos efeitos das variávies tempo de agitação (1), tempo de centrifugação (2) e tempo de congelamento (3) para os 
pesticidas dieldrin, ciproconazol, bifentrina e -cialotrina. 
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A Tabela 7 apresenta um resumo com todos os analitos em estudo e os valores dos 

efeitos de cada uma das variáveis (tempo de agitação, centrifugação e congelamento) e da 

interação entre elas na otimização da SLE/LTP em folhas de chá verde. 

Tabela 7. Pesticidas em estudo e seus respectivos valores dos efeitos de cada uma das variáveis 
e da interação entre elas na otimização do tempo de agitação, centrifugação e congelamento da 
SLE/LTP em folhas de chá verde. 

Analitos 
(1) 

Agitação 
(2) 

Centrifugação 
(3) 

Congelamento 
1x2 1x3 2x3 

Pirimifos-metílico 
 

-2,34 NS NS NS NS NS 

Clorpirifós 
 

NS NS NS NS NS NS 

Triadimenol 
 

-2,20 NS NS NS NS NS 

Flutriafol NS NS NS NS NS NS 
       

Dieldrin NS NS NS NS NS NS 
       

Ciproconazol -2,26 NS NS NS NS NS 
       

Bifentrina NS NS NS NS NS NS 
       

-Cialotrina NS NS NS NS NS NS 
NS = não significativo. 

 

A partir dos gráficos de Pareto, pode-se observar que o tempo de agitação (Fator 1), 

foi significativo negativo para o pirimifós-metílico, triadimenol e ciproconazol e não foi 

estatisticamente significativo para os demais pesticidas. Já os fatores tempo de centrifugação 

(Fator 2) e o tempo de congelamento (Fator 3) não foram estatisticamente significativos para 

os analitos em estudo. 

Optou-se neste caso por se utilizar o menor tempo de agitação, uma vez que foi 

significativo negativo para três pesticidas e não significativo para os demais. O tempo de 

centrifugação e congelamento, não foram significativos para nenhum dos analitos em estudo, 

será utilizado neste caso o menor tempo de centrifugação e de congelamento. 

Desse modo, foram consideradas as condições ótimas para a extração SLE/LTP em 

amostras de folha de chá verde, o tempo de agitação de 30 s, o tempo de centrifugação de 3 

min e tempo de congelamento de 4 h para os pesticidas pirimifós-metílico, clorpirifós, 

triadimenol, flutriafol dieldrin, ciproconazol, bifentrina e -cialotrina. 

Em resumo, o método SLE/LTP pode ser otimizado adicionando 4,0 mL de 

acetonitrila e 3,0 mL de água a 1, g de uma amostra de folha de chá verde. Essa mistura deve 
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ser agitada por 30 segundos, centrifugada por 3 minutos a 560 g e depois armazenada em 

freezer a aproximadamente -20 °C por 4 horas. O extrato sobrenadante deve ser removido 

submetido a etapa de clean-up (d-SPE) e analisado por GC-MS. A técnica SLE/LTP 

otimizada requer pequenas quantidades de amostra e solvente extrator, o que reduz os riscos 

de contaminação e o desperdício de amostras. 

4.4. Validação do método SLE/LTP 

Para avaliar o desempenho do método analítico, vários parâmetros foram considerados 

seguindo recomendações da Anvisa, 2017. Os parâmetros avaliados foram: seletividade, 

limite de detecção, limite de quantificação, linearidade, exatidão, precisão e efeito de matriz. 

4.4.1. Seletividade 

Para a avaliação da seletividade do método otimizado, foi realizada a comparação 

entre o cromatograma obtido do extrato de amostras de folhas de chá verde isentas dos 

pesticidas (branco), com o do extrato das amostras de folha de chá verde fortificadas com 

concentração de 0,8 mg L-1 para os pesticidas pirimifós-metílico, flutriafol, ciproconazol e 

bifentrina (Figura 14). Esses cromatogramas foram obtidos pelo modo SIM, sendo 

selecionados três íons (um íon alvo e dois de referência) o qual possibilita diminuir o sinal de 

interferentes na matriz.   
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Figura 14. Cromatogramas, obtidos pelo GC-MS, de extrato das amostras de folha de 
chá verde. 1) isento dos analitos; (2) contendo os pesticidas, (a) pirimifós-metílico (tR = 
5,96 min), (b) flutriafol (tR = 6,98 min), (c) ciproconazol (tR = 7,39 min) e (d) bifentrina 
(tR = 8,38 min). 
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Ao se analisar os cromatogramas, é possível observar que o método se mostra seletivo 

para análise dos quatro pesticidas avaliados. O extrato da folha de chá verde não apresentou 

interferentes no mesmo tempo de retenção dos analitos, o que torna o método otimizado 

seletivo para determinação de resíduo de pirimifós-metílico, flutriafol, ciproconazol e 

bifentrina em amostras de folhas de chá verde.  

4.4.2. Limite de detecção e limite de quantificação  

O limite de detecção (LD) e o limite de quantificação (LQ) para cada pesticidas foram 

determinados pela relação sinal-ruído. Para o limite de detecção, foi definida a concentração 

que proporcionou um sinal três vezes maior que o ruído. Já a concentração que proporcionou 

um sinal dez vezes maior que o ruído foi definido como o limite de quantificação.  

Para todos os analitos em estudo (pirimifós-metílico, flutriafol, ciproconazol e 

bifentrina) foi definido um LQ e LD de 0,050 mg kg-1 e 0,015 mg kg-1 respectivamente. O 

valor do LMR permitido pelo União Europeia para os pesticidas analisados é igual ao LQ 

obtido nesse estudo. 

4.4.3. Linearidade do método 

A linearidade corresponde à capacidade do método de fornecer resultados diretamente 

proporcionais às concentrações dos analitos (ANVISA, 2017). Esse parâmetro está restrito a 

uma faixa de concentração e pode ser expresso por uma equação de reta obtida através da 

curva analítica onde, segundo a Anvisa, 2017 o coeficiente de correlação deve ser maior ou 

igual a 0,990.  

O método SLE/LTP-GC-MS otimizado foi aplicado em amostras de folhas de chá 

verde fortificadas com diferentes concentrações dos pesticidas pirimifós-metílico, flutriafol, 

ciproconazol e bifentrina como descrito no item 3.8.3. Os parâmetros utilizados para avaliar a 

linearidade do método foram o coeficiente de determinação (R2) e o gráfico de resíduo. 

Verifica-se na Tabela 8 que os valores de R2 para todos os analitos encontram-se na faixa de 

0,991-0,997, estando o coeficiente de correlação na faixa de 0,995-0,998, assim maiores que o 

valor estabelecido pelos parâmetros da Anvisa, 2017. Apesar desse parâmetro ser um bom 

indicativo de linearidade da resposta ele não é conclusivo. A distribuição dos resíduos deve 

ser também avaliada para confirmação dos resultados. Na Figura 15 são apresentados os 

gráficos de resíduos obtidos para cada pesticidas. Observa-se que os dados apresentam 

comportamento aleatório, indicando que o método desenvolvido é linear para os quatro 

pesticidas, dentro da faixa avaliada. 
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4.4.4. Exatidão 

A exatidão do método analítico SLE/LTP-GC-MS foi avaliada através de ensaios de 

recuperação conforme recomendação da Anvisa, 2017. Quantidades conhecidas de cada 

analito foram adicionadas às amostras de folha de chá em triplicata em três níveis de 

concentração (0,050; 0,40; 1,00 mg kg-1) para os pesticidas pirimifós-metílico, flutriafol, 

ciproconazol e bifentrina. Os resultados são apresentados na Tabela 8. Observa-se que a 

recuperação do método para amostras de chá verde variou de 81 a 107 %, estando dentro da 

faixa aceitável, pela Anvisa 2017, que é de 70 – 120%. Dessa maneira, o método 

desenvolvido apresenta boa exatidão, sendo adequado para extração e análise dos quatro 

pesticidas em estudo.  

4.4.5. Precisão 

A precisão mede o grau de dispersão entre os resultados obtidos ao se aplicar o 

método otimizado diversas vezes em uma mesma amostra. Pode ser expresso através do 
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Figura 15. Gráficos de resíduos dos pesticidas pirimifós-metílico, flutriafol, ciproconazol e 
bifentrina para as curvas analíticas em amostras de folha de chá verde. 
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desvio padrão ou coeficiente de variação (CV), também chamado de desvio padrão relativo 

(RSD) (ANVISA, 2017). Para esse estudo foram realizadas triplicatas de três diferentes 

concentrações (0,050; 0,40; 1,0 mg kg-1). 

4.4.6. Repetitividade 

A repetitividade mede a dispersão dos resultados obtido pelo método otimizado em um 

curto intervalo de tempo, também chamado de precisão intra-dia (Anvisa, 2017). A 

repetitividade foi avaliada por ensaios realizados em triplicata em três diferentes 

concentrações (0,050; 0,40; 1,0 mg kg-1). Os resultados obtidos são apresentados na Tabela 8. 

Os resultados mostram uma boa repetitividade dos dados, onde o CV variou de 0,26-

10,3% e em amostras complexas, como o chá verde, são aceitáveis coeficientes de variação de 

até 20% (ANVISA, 2017).  

4.4.7. Precisão intermediária 

A precisão intermediária do método foi avaliada aplicando-se o método otimizado em 

diferentes dias e em três níveis de concentração (0,05; 0,4; 1 mg kg-1) com três repetições em 

cada nível. Os resultados obtidos (Tabela 8) mostram uma boa precisão inter-dia dos dados, 

pois os valores do coeficiente de variação variaram de 2,42-15,8 % sendo inferiores a 20%, 

considerados satisfatório de acordo com órgãos regulamentadores (ANVISA, 2017).   

 

Tabela 8. Parâmetros de validação do método para pesticidas em amostras de folhas de chá 
verde: regressão linear (y = área, x = concentração em mg kg-1), coeficiente de determinação 
(R2), faixa linear, nível de fortificação (NF), percentual de recuperação e desvio padrão (% R 
± SD), precisões inter e intra-dia, e coeficiente de variação (CV). 

Composto 
Regressão linear /    

R2 
Faixa linear  LOD/LOQ NF Re + DP (%) 

Intra-dia 
CV (%) 

n = 3 

Inter-dia 
CV (%) 

n = 9 
mg kg-1 

Pirimifós-
metílico 

y = 19323x + 381,56 
0,994 

0,050 – 1,0 0,015/0,05 0,050 81,0 ± 0,003 5,76 9,23 
   0,40 103 ± 0,011 2,60 3,94 
    1,0 99,4 ± 0,019 1,91 2,42 

Flutriafol y = 59714x – 364,52 0,050 – 1,0 0,015/0,05 0,050 83,2 ± 0,001 1,51 15,8 
 0,997   0,40 110 ± 0,001 0,26 2,95 
    1,0 106 ± 0,036 3,55 2,99 

Ciproconazol y = 32258x + 1660,6 0,050 – 1,0 0,015/0,05 0,050 82,6 ± 0,039 9,75 14,6 
 0,996   0,40 111 ± 0,418 4,20 8,69 
    1,0 105 ± 0,993 10,3 6,53 

Bifentrina y = 88875x + 1102 0,050 – 1,0 0,015/0,05 0,050 87,8 ± 0,002 4,04 11,1 
 0,991   0,40 107 ± 0,029 6,78 8,31 
       1,0 104 ± 0,033 3,21 2,71 
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4.4.8. Efeito de matriz 

O efeito de matriz foi analisado pelas curvas analíticas dos analitos preparados em 

solvente (acetonitrila) e em extrato orgânico da matriz (folhas de chá verde) submetida à 

técnica SLE/LTP. Ambas as curvas foram construídas nas concentrações 0,050; 0,10; 0,20; 

0,40; 0,80; 1,0 mg kg-1 para os quatro pesticidas (pirimifós-metílico, flutriafol, ciproconazol e 

bifentrina). O efeito de matriz foi determinado de acordo com a equação 3, com base nas 

inclinações das curvas analíticas de cada pesticida preparada em extrato da matriz e no 

solvente como descrito no item 3.8.8. 

A presença de coextrativos pode induzir variações significativas na resposta 

cromatográfica durante a análise dos pesticidas, influenciada pela matriz. Na Tabela 9, os 

resultados revelam um efeito positivo para todos os analitos, indicando um aumento no sinal 

cromatográfico. O aumento na resposta cromatográfica pode ser explicado pela presença de 

substâncias coextraídas da matriz. Esses compostos, geralmente predominantes na amostra, 

ocupam os sítios ativos na fonte de injeção, coluna e espectrômetro de massa, facilitando o 

alcance dos analitos ao detector sem perdas significativas. O mesmo não é observado quando 

os analitos estão dissolvidos em um solvente puro, isento de coextrativos da matriz que 

poderiam competir pelos sítios ativos do sistema cromatográfico. Como resultado, ocorre a 

perda de algum analito (no solvente), resultando em uma redução no sinal (HAJŠLOVÁ & 

ZROSTLIKOVA, 2003; PINHO et al., 2012). 

Tabela 9. Percentual do efeito de matriz (%EM) para cada pesticidas. 
Analitos %ME 

Pirimifós-metílico 
 

96,4 

Flutriafol 45,7 
  

Ciproconazol 28,0 
  

Bifentrina 88,4 
 

4.5. Aplicação do método 

O método validado SLE/LTP-GC-MS foi aplicado para determinar os pesticidas 

pirimifos-metil, flutriafol, ciproconazol e bifentrina em folhas de chá verde e em diferentes 

amostras de chá provenientes das regiões Sul e Sudeste do Brasil. Todas as amostras foram 

analisadas em triplicata. 

O pesticidas pirimifos-metil foi encontrado acima do LMR estabelecido pela União 

Europeia (0,05 mg kg-1) em cinco amostras de chá (uma de chá preto, uma de chá branco e 
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três de erva-cidreira) em concentrações variando de 0,06-0,6 mg kg-1. O flutriafol foi 

identificado em uma amostra de chá de cavalinha, porém abaixo do Limite de Quantificação 

(LQ) e, portanto, abaixo do LMR. Em relação ao ciproconazol, duas amostras de erva-

cidreira, uma de erva-doce, uma de cavalinha e uma de hortelã apresentaram concentrações 

entre 0,11-0,85 mg kg-1, todas excedendo o LMR. A bifentrina foi detectada em duas 

amostras de chá verde, uma de cavalinha, uma de mate e uma de capim-limão, com 

concentrações variando de <LQ a 0,20 mg kg-1.  

Estes resultados evidenciam a importância da análise de resíduos de pesticidas em 

chás, uma vez que várias amostras testadas continham esses resíduos, muitos dos quais 

ultrapassando os limites estabelecidos pela União Europeia.  

5. CONCLUSÕES 

O método SLE/LTP foi otimizado e validado para determinação de resíduos de 

pirimifós-metílico, flutriafol, ciproconazol e bifentrina, por cromatografia gasosa acoplada a 

espectrometria de massas (GC-MS) em amostras autênticas. A técnica pode ser considerada 

viável para análise dos analitos em folhas de chá verde desidratadas, apresentando 

porcentagem de recuperação de 81 a 111%, coeficiente de variação (CV) inferiores a 16% e 

limite de quantificação (LQ) igual a 0,050 mg kg-1 para todos os pesticidas.  

Diferentes amostras de chás foram analisadas e os pesticidas em estudo foram 

identificados estando, algumas, em concentrações que excedem os Limites Máximos de 

Resíduos (LMR) estabelecidos pela União Europeia.  

Com base nos resultados obtidos, é possível concluir que o método desenvolvido é 

eficaz na identificação e quantificação de resíduos de pesticidas em amostras de chás. Esses 

resultados evidenciam também a importância do monitoramento, por partes das agências 

reguladoras,de resíduos de pesticidas em amostras de chás.   
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CAPÍTULO 2 
 

DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO PARA DETERMINAÇÃO DE PESTICIDAS 
EM INFUSÃO DE CHÁ VERDE E AVALIAÇÃO DA TRANSFERÊNCIAS DAS 

FOLHAS PARA A INFUSÃO 

 

RESUMO 

O chá verde tem sido uma das bebidas mais consumidas no mundo, sendo preparado através 

da infusão das folhas da Camellia sinensis em água quente. Para aumentar a produtividade e 

proteger as plantas de certas doenças e pragas, se faz necessário o uso de pesticidas. Durante o 

processo de preparação do chá, além do sabor e aroma característicos, é possível que resíduos 

de pesticidas presentes nas folhas sejam transferidos para a bebida. Investigar a possibilidade 

de transferência desses pesticidas das folhas para a bebida é essencial para avaliar os riscos 

associados à ingestão de bebidas contaminadas pelos consumidores. Para avaliar esses riscos 

foi desenvolvido um método para determinação de resíduos de pesticidas em infusões obtidas 

no preparo de chá verde. O método extração líquido-líquido com partição em baixa 

temperatura (LLE/LTP) e análise por GC-MS foi otimizado e validado e, posteriormente, 

aplicado para investigar a transferência de pesticidas, para a infusão. Para este estudo foram 

selecionados os pesticidas pirimifós-metílico, flutriafol, ciproconazol e bifentrina, os quais 

são permitidos para a cultura de chá segundo a União Europeia. Os resultados indicaram que 

o método LLE/LTP-GC-MS é eficiente para a extração dos analitos nas amostras de infusão 

de chá verde, mostrando-se seletivo e com limite de detecção e quantificação de 0,004 mg L-1 

e 0,0125 mg L-1, respectivamente para os compostos estudados. O método também apresentou 

porcentagem de recuperação variando de 86,0 - 102 % e coeficiente de variação (CV) <17,8. 

A taxa de transferência dos resíduos de pesticidas da folha de chá verde depende da 

temperatura de infusão, variando de 11,4 – 24,7% para o pirimifós-metílico, 47,0 – 67,3% 

para o ciproconazol e <LQ – 3,73% para a bifentrina. A taxa de transferência para a bebida 

foi amplamente influenciada por parâmetros físico-químicos, como solubilidade em água e 

coeficiente de partição octanol-água. Temperaturas mais alta da água favorecem a 

transferência dos pesticidas das folhas para a infusão. 
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1. INTRODUÇÃO 
O chá é amplamente reconhecido como uma bebida de grande popularidade em várias 

partes do mundo, valorizado não apenas por seu sabor refrescante, mas também por seus 

potenciais benefícios para a saúde (RAMESHRAD et al., 2017). Entre todos os tipos de chá, 

o chá verde está entre os que oferecem maiores benefícios para a saúde. O chá possui 

polifenóis, ácido tânico e antioxidantes que estão relacionados à diminuição do risco de várias 

doenças, incluindo câncer, diabetes, doenças cardiovasculares e neurológicas, além de exibir 

efeitos positivos no combate ao envelhecimento (PINTO, 2013). Em função disso, o chá 

verde tem sido incluído em alimentos funcionais com o objetivo de diminuir várias doenças, o 

que   incentivou o aumento da sua produção mundial para atender à demanda da população 

(SARMA, BANIA & DAS, 2023). 

Para minimizar as perdas na cultura, pesticidas são utilizados para controlar diversos 

tipos de pragas e doenças. Portanto, folhas de chá verde podem ser expostas a uma variedade 

de pesticidas, os quais podem ser absorvidos, translocados, ou retidos nas folhas 

(GURUSUBRAMANIAN et al., 2008). Esses, por sua vez, dependendo de suas propriedades 

e características, podem ser transferidos para a infusão e consequentemente para o 

consumidor (CHEN et al., 2017).  

A infusão refere-se ao método de obtenção dos componentes químicos presentes nas 

plantas por meio da imersão delas em água, onde o calor é empregado para facilitar esse 

processo (JÄGER et al., 2010). Geralmente, as infusões são preparadas com 1 a 3 gramas de 

chá, deixando-os em infusão em 100 a 150 mL de água quente por aproximadamente 5 a 6 

min (Chen et al., 2017). 

O interesse na transferência dos pesticidas durante a preparação do chá (infusão) tem 

aumentado pois, a água quente pode extrair resíduos de determinados pesticidas que são 

transferidos para a bebida juntamente com seu sabor e aroma (JIANG et al., 2020; FANG et 

al., 2022). Entretanto, a transferência completa dos pesticidas nem sempre ocorre, sendo que 

essa taxa de transferência está intimamente ligada ao tipo de planta e também com às suas 

características físico-químicas. Como a água é o principal transportador de pesticidas para a 

infusão, a solubilidade em água é um dos fatores primordiais que influencia o comportamento 

da transferência dos pesticidas durante a preparação do chá. Outro fator importante é o 

coeficiente de partição (Kow). Pesticidas com alto Kow tendem a se ligar firmemente às 

estruturas das folhas do chá, impedindo sua transferência para a água. Estudos têm 

demostrado que a taxa de transferência está positivamente correlacionada com a solubilidade 



69 
 

 

em água (Ws) e negativamente com o log Kow (CHEN et al., 2017; XIAO et al., 2017; 

WANG et al., 2019).  

Os limites máximos de resíduos (LMRs) para os pesticidas segundo a União Europeia 

e a Farmacopéia Brasileira são fixados para as folhas, porém, a exposição real se dá através 

do consumo da bebida. Geralmente, os chás são infundidos em água fervente antes que a 

bebida seja consumida, visando a transferência de vários compostos presentes na composição 

química das folhas, como flavonoides, catequinas, polifenóis, alcaloides, vitaminas e sais 

minerais. Entretanto, como esse procedimento, pode levar também à transferência de 

compostos indesejáveis como os pesticidas para a infusão, se torna imprescindível investigar 

cuidadosamente essa transferência, bem como desenvolver métodos analíticos confiáveis para 

determinação de pesticidas em infusão de chás (FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 2019; 

SZTERNFELD et al., 2023). 

Alguns métodos são descritos na literatura para determinar resíduos de pesticidas em 

infusões de diferentes tipos de chás como QuEChERS e extração com hexano. No entanto, 

esses métodos demandam muitas etapas de preparo da amostra, tornando-os caros, demorados 

e com o consumo de grandes volumes de amostra e solvente orgânico (WANG et al., 2019; 

SZTERNFELD et al., 2023). 

A técnica extração líquido-líquido com partição em baixa temperatura (LLE/LTP) tem 

demostrado excelentes resultados e vem sendo amplamente empregada para determinação de 

pesticidas em diversas amostras como, urina (SILVA et al., 2022), água (RODRIGUES et al., 

2018), mel (PINHO et al., 2010), leite (GOULART et al., 2008) e outras matrizes. Essa 

técnica apresenta vantagens como o baixo consumo de solvente e amostra, simplicidade, e a 

ausência de etapas de clean-up no preparo de várias amostras, geralmente requerida em vários 

outros métodos de extração. O procedimento consiste em combinar uma quantidade específica 

de amostra líquida com um solvente extrator miscível, que seja menos denso que a água e 

permaneça líquido a -20 °C. Essa mistura é agitada e levada ao freezer, a fase aquosa 

solidifica e se deposita na parte inferior do recipiente, enquanto a fase superior, contendo 

solvente e os pesticidas, permanece líquida. Esta camada superior é então recolhida e 

analisada por cromatografia (GOULART et al., 2008). 

No Brasil, os chás, como o chá verde, são muito usados na medicina popular, como 

antioxidantes, antialérgicos, bem como para reduzir a incidência de doenças crônicas. Além 

disso, chás têm sido consumidos também como um hábito diário, como por exemplo o 

chimarrão, que é uma das infusões mais populares consumida na região sul. Esse consumo e a 



70 
 

 

demanda mundial pelas infusões de chás reforçam a importância de se desenvolver métodos 

de menor custo para determinação de resíduos de pesticidas em infusões de chás.  

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo i) otimizar e validar o método 

extração líquido-líquido com partição em baixa temperatura e análise por cromatografia 

gasosa acoplada à espectrometria de massas (LLE/LTP-GC-MS) para determinação de 

diferentes pesticidas em infusão de chá verde e ii) avaliar a taxa de transferência desses 

pesticidas das folhas de chá verde desidratadas para a infusão (chá pronto).  

 

2. OBJETIVOS  

2.1. Objetivo geral 

• Otimizar e validar o método extração líquido-líquido com partição em baixa 

temperatura e análise por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas 

(LLE/LTP-GC-MS) para determinar resíduos de pesticidas em infusões de chá verde e 

verificar a transferência dos pesticidas pirimifós-metílico, ciproconazol e bifentrina da 

folha de chá verde desidratada para a sua infusão em diferentes condições de preparo.  

2.2. Objetivos específicos 

• Determinar as condições cromatográficas para análise dos pesticidas pirimifós-

metílico, clorpirifós, triadimenol, flutriafol, dieldrin, ciproconazol, bifentrina e λ-

cialotrina por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-MS); 

• Otimizar a extração desses pesticidas em amostras de chá pronto, preparadas através 

da infusão de folhas de chá verde, utilizando extração líquido-líquido com partição em 

baixa temperatura (LLE/LTP); 

• Validar o método (LLE/LTP-GC-MS) otimizado; 

• Aplicar o método otimizado e validado para a determinação de resíduos de pesticidas 

em infusões de folhas de chá verde desidratadas, utilizando a técnica LLE/LTP. 

• Avaliar a transferência de três pesticidas (pirimifós-metílico, ciproconazol e 

bifentrina) da folha de chá verde para a infusão em diferentes condições de preparo 

(tempo de infusão e temperatura da água de preparo). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Princípios ativos e soluções padrão 

Os seguintes padrões analíticos de pesticidas foram utilizados no decorrer deste 

estudo: pirimifos-metílico (pureza = 99,5% m/m, Sigma-Aldrich), clorpirifós (pureza = 99,0% 

m/m, Sygenta), triadimenol (pureza = 99,0% m/m, Dr. Ehrenstorfer GmbH), flutriafol (pureza 

= 97,0% m/m, Sigma-Aldrich), dieldrin (pureza = 99,8%, Sigma-Aldrich), ciproconazol 

(pureza = 99,8%, Sigma-Aldrich), bifentrina (pureza = 92,2% m/m, FMC), λ-cialotrina 

(pureza = 95,0% m/m, Sigma-Aldrich).  

Soluções estoque desses padrões foram preparadas na concentração de 1000 mg L-1 

em acetonitrila 99,9% grau HPLC (Sigma-Aldrich). As demais soluções de trabalho utilizadas 

foram preparadas a partir de solução estoque, através de diluições. Todas as soluções 

utilizadas neste estudo foram armazenadas em freezer à temperatura de aproximadamente - 20 

°C (± 2 ºC). Também foi utilizado neste estudo sulfato de sódio (Na2SO4) (VETEC, Brasil). 

Foi também preparada uma calda com os produtos comerciais Actellic® 500EC 

(Syngenta) que contém o princípio ativo pirimifós-metílico (500 g L-1), Alto 100 (Syngenta) 

contendo o princípio ativo ciproconazol (100 g L-1) e Talstar 100EC (FMC) que contém o 

princípio ativo bifentrina (100 g L-1).  

3.2. Equipamentos  

As análises foram conduzidas utilizando um cromatógrafo a gás da Shimadzu, 

equipado com um detector espectrômetro de massas (GCMS-QP2010) do tipo quadrupolo. O 

sistema incluiu um autoinjetor (AOC-20i, Shimadzu). Além disso, empregou-se um banho 

ultrassônico operado a 280W e 40 kHz (modelo Sanders), uma balança analítica Shimadzu 

AUY 220, um agitador vortex Certomat® MV, uma centrífuga Quimis® ISO 8001, um 

espectrofotômetro BEL 1105 e um freezer de 280 L (Consul, Minas Gerais, Brasil). 

3.3. Condições Cromatográficas 

As condições cromatográficas (programação de aquecimento da coluna 

cromatográfica, temperatura do injetor e do detector, modo de injeção e a vazão do gás de 

arraste) foram otimizadas com o objetivo de se obter uma boa resolução e separação dos picos 

dos pesticidas com um menor tempo de análise. 

As condições ideais da análise por GC-MS se encontram descritas a seguir: 
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• Coluna capilar (SH-Rtx-5MS) com fase estacionária composta por 5% de fenil 

e 95% de dimetilpolissiloxano (30 m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro interno e 

0,25 µm de espessura do filme); 

• Gás de arraste: hélio (pureza 99,999%, White Martins); 

• Vazão do gás de arraste: 1,17 mL min-1; 

• Volume injetado: 1,0 μL; 

• Modo de injeção: splitless; 

• Temperatura do injetor: 300 °C; 

• Programação de aquecimento da coluna: 

160 °C (1 min), aquecimento em uma taxa de 20 °C/min até 290 °C (2,5 min). 

• Tempo total de análise: 10 min 

• Temperatura do detector: 300 °C; 

• Fonte de ionização: impacto de elétrons de 70 eV; 

• Analisador: single quadrupole; Temperatura: 150 °C 

• Temperatura de interface: 300 °C; 

• Temperatura da fonte de ionização: 230 °C; 

• Tempo de corte: 5 min. 

Inicialmente, uma análise no modo Scan ou TIC (total ion chromatogram - 

cromatograma de íons totais) foi realizada para obter os tempos de retenção (tR) e os 

espectros de massas de todos os pesticidas em estudo. Os espectros de massa foram obtidos 

no modo SCAN na faixa m/z de a 50 a 500. Posteriormente, os três fragmentos de íons de 

maior intensidade foram selecionados para cada pesticidas, para definir as condições para o 

modo de monitoramento seletivo de íons (SIM). 

 

3.4. Amostras de chá para a infusão 

Para a condução da otimização e validação do método de extração líquido-líquido com 

partição em baixa temperatura, foram adquiridas amostras de folhas de chá verde desidratadas 

no mercado de Viçosa-MG. Essas foram utilizadas para preparação das infusões. A ausência 

de pesticidas na infusão foi confirmada por meio de análise utilizando o GC-MS.  

Para as etapas de otimização e validação, a matriz (infusão) foi fortificada com uma 

solução padrão, preparada em acetonitrila, contendo os analitos em estudo. 



73 
 

 

3.5. Preparo e fortificação das amostras de infusão de chá verde 

As infusões de chá verde foram preparadas colocando 1,0 grama das folhas, pesada em 

balança analítica, em contato, por 5 min, com 100,0 mL de água aquecida a 100 °C. 

Volumes de chá pronto (infusão) foram adicionados em frascos de vidros com tampa 

plástica, com capacidade de 22,00 mL e fortificadas com 0,1 mL da solução de trabalho 

contendo os oitos pesticidas (pirimifos-metílico, clorpirifós, triadimenol, flutriafol, dieldrin, 

ciproconazol, bifentrina, λ-cialotrina) na concentração de 32 mg L-1. Essas amostras 

fortificadas foram agitadas em vórtex durante 10 s e deixadas em repouso por duas horas, de 

maneira a conseguir uma melhor interação dos pesticidas com a amostra. Posteriormente as 

amostras foram submetidas ao processo de extração, para estabelecer as condições ótimas 

para determinação dos oitos pesticidas em estudo por GC-MS. 

3.6. Extração líquido-líquido com partição em baixa temperatura (LLE/LTP) 

3.6.1. Extração dos pesticidas por (LLE/LTP) - Técnica geral 

Para a técnica de extração líquido-líquido com partição em baixa temperatura, a um 

certo volume de amostra de infusão de chá verde fortificada foram adicionados, uma certa 

massa de sal (Na2SO4) e um volume de acetonitrila. Essa mistura foi agitada em vórtex e 

levadas ao freezer a -20 °C por um certo tempo. Após algumas horas de geladeira 1,00 mL da 

fase orgânica foi recolhido e colocado em um “vial” e analisado por GC-MS.  

Os parâmetros, volume de amostra, volume de acetonitrila, força iônica, tempo de 

agitação e tempo de congelamento foram otimizados para se obter melhor eficiência na 

extração dos pesticidas em estudo. 

3.6.2. Otimização da técnica de LLE-LTP 

No processo de otimização da técnica LLE/LTP alguns parâmetros importantes para 

análise dos pesticidas em estudo foram avaliados procurando-se obter os melhores 

rendimentos com menor tempo de análise e baixo custo. Neste trabalho, duas otimizações 

foram propostas, a primeira para avaliar o volume da amostra de infusão, o volume de 

solvente extrator e a força iônica e a segunda para avaliar os melhores tempos de agitação e 

congelamento. 
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3.6.3. Otimização dos parâmetros volume de amostra, volume do solvente 

extrator e força iônica na LLE/LTP-GC-MS 

O primeiro planejamento foi realizado a fim de otimizar o volume de amostra (3,0; 

4,0; 5,0 mL), o volume de solvente extrator (4,0; 5,0; 6,0 mL) e a força iônica (0; 0,01; 0,02 

mol L-1) de maneira a obter uma melhor condição para extração dos pesticidas. Optou-se por 

realizar uma otimização multivariada, empregando um planejamento fatorial completo 23 com 

ponto central (n=3), onde todos os fatores são alterados e analisados simultaneamente em 

cada experimento, levando em conta as interações entre eles. A força iônica, foi avaliada 

utilizando sulfato de sódio (Na2SO4). Essa mistura foi agitada em vórtex por 60s e levada ao 

freezer por 6 h a -20 °C para separação das fases. O extrato sobrenadante foi analisado por 

GC-MS. As áreas relativas obtidas nas análises foram utilizadas como respostas analíticas. 

  Os dados do planejamento são apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Planejamento fatorial 23 com ponto central (n=3) aplicado na otimização do volume 
de acetonitrila, volume de amostra e força iônica para LLE/LTP usada na extração de 
pesticidas presentes em amostras de infusão de chá verde. 

 Variáveis 
Níveis 

(-1) (0) (+1) 

 Força iônica (mol/l) 0 0,01 0,02 

 Volume de amostra (mL) 3 4 5 

 Volume de acetonitrila (mL) 4 5 6 

Ensaio  Fatores codificados 

 Força iônica 
Volume de 

amostra 
Volume de 
acetonitrila 

1 - - - 

2 + - - 

3 - + - 

4 + + - 

5 - - + 

6 + - + 

7 - + + 

8 + + + 

9 0 0 0 

10 0 0 0 

11 0 0 0 
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3.6.4. Otimização do tempo de agitação e congelamento para LLE/LTP 

O segundo planejamento foi realizado a fim de otimizar o tempo de agitação (30 s, 45 

s e 60 s) e tempo de congelamento (4 h, 5 h e 6 h) de maneira a obter uma melhor extração. 

Para avaliar a melhor condição para essas duas variáveis foi empregado um planejamento 

fatorial completo 22 com ponto central (n=3). Os dados deste planejamento estão apresentados 

na Tabela 2. 

 

Tabela 2.  Planejamento fatorial 22 aplicado para otimização do tempo de agitação e tempo de 
congelamento usada na LLE/LTP em amostras de infusão de chá verde. 

 
 Variáveis 

Níveis 

(-1) (0) (+1) 

Tempo 
Agitação (s) 30 45 60 

Congelamento (h) 4 5 6 

Ensaio 
Fatores Codificados 

Agitação Congelamento 

1 - - 

2 + - 

3 - + 

4 + + 

5 0 0 

6 0 0 

7 0 0 

 

As áreas relativas obtidas nas análises foram utilizadas como respostas analíticas. 

Após a otimização do método para determinação de resíduos de pesticidas em infusões de chá 

verde, este foi validado. 

3.7. Validação do método LLE/LTP-GC-MS 

O método LLE/LTP-GC-MS otimizado foi validado apenas para os pesticidas 

pirimifós-metílico, flutriafol, ciproconazol e bifentrina em infusão de chá devidos a problemas 

com o GC-MS, onde a sensibilidade foi alterada durante a pesquisa. O método passou pelo 

processo de validação de acordo com os critérios estabelecidos pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA), conforme a Resolução RDC nº 166/17 (ANVISA, 2017). As 

figuras de mérito avaliadas incluíram seletividade, linearidade, limite de detecção (LD), limite 
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de quantificação (LQ), exatidão (por meio de ensaios de recuperação), precisão (considerando 

repetitividade e precisão intermediária) e o efeito de matriz. 

O limite de detecção (LD) e o limite de quantificação (LQ) para cada analito foi 

determinado pela relação sinal-ruído. A concentração que proporcionou um sinal três vezes 

maior que o ruído foi considerado como sendo o limite de detecção. Já o limite de 

quantificação, foi definido como a concentração que proporcionou um sinal dez vezes maior 

que o ruído. 

A linearidade foi avaliada pela curva analítica obtida pela injeção de extratos obtidos 

da infusão fortificada em concentrações dos quatro analitos variando de 0,0125-0,25 mg L-1 (n 

= 18, seis pontos em triplicata). A relação matemática entre o sinal (resposta) e a 

concentração dos analitos foi expressa pela equação da curva analítica e o seu coeficiente de 

determinação (R2). Com base no coeficiente de determinação (R2) e nos gráficos de 

resíduos foram firmados a linearidade do método proposto.  

  A exatidão foi determinada por meio de ensaios de recuperação, nos quais quantidades 

conhecidas dos analitos foram adicionadas à amostra em triplicata, em três diferentes 

concentrações (0,0125; 0,1 e 0,25 mg L-1). Os resultados foram expressos como a 

porcentagem, de recuperação. 

A precisão foi expressa em termos de repetitividade e precisão intermediária. Para a 

repetitividade, as amostras foram fortificadas, em triplicatas, em três diferentes concentrações 

(0,0125; 0,1 e 0,25 mg L-1). Para a precisão intermediária, as amostras foram fortificadas, em 

triplicatas, em três concentrações (0,0125; 0,1 e 0,25 mg L-1), ao longo de três dias não 

consecutivos, e os resultados foram expressos pelo coeficiente de variação (CV). 

O efeito de matriz pode ser avaliado comparando os parâmetros de curvas analíticas 

obtidas a partir de soluções padrão preparadas no extrato da matriz e a partir de soluções 

padrão preparadas em solvente puro nas mesmas concentrações.  Neste estudo, o efeito de 

matriz (%EM) foi calculado através da inclinação da curva analítica de cada pesticida 

preparada no extrato da matriz (aE) e da inclinação da curva analítica de cada pesticida 

preparada em solvente puro (aS), conforme Equação 1. As soluções foram preparadas nas 

concentrações 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,25 mg L-1. 

%𝐸𝑀 =  [𝑎𝐸−𝑎𝑆𝑎𝑆 ]  𝑥 100           Equação 1 

Onde, 

aE = Inclinação da curva analítica de cada pesticida preparada em extrato da matriz; 
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 aS = Inclinação da curva analítica de cada pesticida preparada em solvente puro. 

3.8. Aplicação do método LLE/LTP-GC-MS em amostras comerciais 

O método LLE/LTP-GC-MS validado, foi aplicado para determinação dos pesticidas 

(pirimifós-metílico, flutriafol, ciproconazol e bifentrina) em seis amostras de infusão de chá 

verde. Todas as infusões foram preparadas através de folhas de chá verde obtidas do comércio 

de Viçosa, Minas Gerais, Brasil. Todas as amostras foram analisadas em triplicatas. 

3.9. Fortificação das folhas de chá verde para estudo de transferência  

As folhas inteiras de chá verde desidratadas, isentas de pesticidas, utilizadas neste 

estudo foram adquiridas no mercado de Viçosa-MG e foram consideradas como o branco da 

matriz. A ausência de pesticidas nestas amostras foi confirmada por GC-MS. Essas amostras 

(folhas inteiras) foram pulverizadas com solução aquosa (calda) contendo os produtos 

comerciais Actellic 500EC (500 g L-1), Alto 100 (500 g L-1) e Talstar 100EC (100 g L-1), 

utilizando um pulverizador costal manual, ponta XR11001. A pressão foi mantida a 200 KPa. 

A dose utilizada foi de 1,0 L/ha para o pirimifós-metílico e 3,0 L/ha para ciproconazol e 

bifentrina. Após a pulverização, as amostras foram deixadas em estufa por 24 h. Passado esse 

período, essas amostras foram armazenadas em recipiente vedado para evitar qualquer tipo de 

contaminação e armazenadas em geladeira para posterior análise. 

3.10. Quantificação dos pesticidas presentes nas folhas de chá 

A contaminação das folhas de chás com os pesticidas (pirimifós-metílico, 

ciproconazol e bifentrina) foi avaliada antes de serem usadas para o estudo de transferência. 

As amostras foram homogeneizadas e parte destas folhas de chá verde (mais ou menos 10,0 g) 

foram trituradas, peneiradas e submetidas ao método SLE/LTP já otimizado e validado para 

extração dos pesticidas. Para esse método cerca de 1,000 g de chá foi pesado em um frasco 

com capacidade de 22,00 mL. Em seguida foi adicionado a ele 3,00 mL de água, 4,00 mL de 

acetonitrila e força iônica de 0,02 mol L-1 (utilizando Na2SO4). As amostras obtidas foram 

agitadas em vórtex por 30 s. Após a agitação as amostras foram submetidas à centrifugação a 

560 g por 3 min e colocadas em freezer a -20 °C por 4 h. Após esse tempo a fase superior 

(fase orgânica) foi recolhida e submetida ao processo de clean-up (d-SPE), em que 1,5 mL da 

fase orgânica foi adicionada a um frasco contendo 125 mg de uma mistura dos adsorventes 

PSA/C18 (1:1 m/m). A amostra foi agitada em vórtex por 1 min e centrifugada por 4 min. Em 

seguida, 1,00 mL da fase superior foi recolhida e analisada por GC-MS. O estudo foi 

realizado em triplicata. 
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Uma curva analítica foi preparada, fortificando a matriz, nas concentrações 0,05; 0,1; 

0,2; 0,4; 0,8; 1,0 mg kg-1 para cada analito para determinar a quantidade de pesticidas alvo 

presente na matriz (folha). As amostras foram armazenadas em freezer até o momento da 

análise cromatográfica. 

3.11. Estudo da transferência dos pesticidas das folhas de chá verde para as 

infusões 

Neste estudo foram avaliados os parâmetros temperatura e tempo de preparo dos chás. 

Para avaliar a transferência dos pesticidas, infusões foram preparadas, em triplicata, 

em diferentes condições. Inicialmente, massas de aproximadamente 1,0 g de folhas de chá 

verde foram medidas em recipientes de vidro e colocadas em contato com 100,00 mL de água 

nas temperaturas de 80 °C e 100 °C por diferentes tempos: 5, 15, 30 e 60 min. Durante o 

preparo, os frascos foram cobertos com papel alumínio. 

Após o processo de infusão, as soluções de chá foram submetidas ao método 

LLE/LTP-GC-MS otimizado e validado. Uma curva analítica preparada fortificando a matriz 

foi utilizada para determinar a quantidade de pesticidas alvo presente na matriz (infusão). A 

curva foi construída na faixa de concentração de 0,0125-0,25 mg L-1. 

A taxa de transferência de cada pesticidas da amostra de folha de chá verde para cada 

infusão foi calculada pela seguinte Equação 2: 

Porcentagem de transferência (%) =
𝐶 𝑖𝑛𝑓.  𝑉𝐶 𝑓𝑜𝑙ℎ𝑎 .  𝑀  𝑥 100     Equação 2 

Onde, 

 𝐶 𝑖𝑛𝑓 é a concentração do pesticida na infusão de chá (mg L-1), 

v é o volume de infusão de chá (L); 

C folha é a concentração do pesticida presente na folha de chá (mg kg-1); 

M é a massa de folha de chá usada para a infusão (kg). 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Análise cromatográfica 

O cromatograma de uma solução padrão contendo todos os analitos em estudo 

(pirimifós-metílico, clorpirifós, triadimenol, flutriafol, dieldrin, ciproconazol, bifentrina, λ-

cialotrina) preparada em acetonitrila na concentração de 3 mg L-1 foi obtido utilizando as 

condições cromatográficas descritas no item 3.3 em um GC-MS. O cromatograma obtido no 
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modo SCAN é apresentado na Figura 1. Com o auxílio da biblioteca NIST 2014 e o uso de 

solução padrão foi possível identificar cada um dos pesticidas. 

Figura 1. Cromatograma de uma solução padrão dos pesticidas em acetonitrila no modo Scan 
na concentração de 3 mg L-1 para todos os analitos. Os tempos de retenção obtidos foram: (1) 
pirimifós-metílico (tR = 5,82 min), (2) clorpirifós (tR = 6,00 min), (3) triadimenol (tR = 6,46 
min), (4) flutriafol (tR = 6,78 min), (5) dieldrin (tR = 7,22 min), (6) ciproconazol (tR = 7,33 

(8) -cialotrina (tR = 8,71; 8,87 min). min), (7) bifentrina (tR = 8,22 min) e 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pelo cromatograma apresentado é possível observar que as condições cromatográficas 

estabelecidas forneceram uma boa resolução dos picos. A análise foi realizada no GC-MS 

pelo modo Scan ou TIC (total ion chromatogram - cromatograma de íons totais), para 

identificar os pesticidas, determinar o tempo de retenção e os espectros de massa de cada um 

dos pesticidas. 

 A quantificação do método foi realizada no modo SIM (Select Ion Monitoring), 

considerando os três íons (m/z) selecionados para cada analito sendo, um íon alvo e dois de 

referência. Na Tabela 3 são apresentados os tempos de retenção e os íons (m/z) selecionados 

para cada pesticidas. 
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Tabela 3. Pesticidas em estudo, seus respectivos tempos de retenção e íon (m/z) selecionados 
para quantificação. 

Pesticidas Tempo de retenção 
(min)  

Íons monitorados 
(m/z) 

Pirimifos-metílico 5,82 290, 276, 305 

Clorpirifós 6,00 199, 197, 314 

Triadimenol 6,46 112, 168, 128 

Flutriafol 6,78 123, 164, 219 

Dieldrin 7,22 79, 81, 82 

Ciproconazol 7,33 222, 139, 125 

Bifentrina 8,22 181, 166, 165 

-cialotrina 8,71; 8,87 181, 197, 208 

 

4.2. Otimização do método LLE/LTP-MS para determinação de resíduos de 

pesticidas em infusão de chá 

A otimização do método foi dividida em duas etapas. Na primeira, os parâmetros da 

extração volume de amostras, volume de solvente extrator e força iônica foram otimizados. 

Posteriormente, foram otimizados os parâmetros tempo de agitação e tempo de congelamento. 

4.2.1. Otimização dos parâmetros volume de amostra, volume de solvente 

extrator e força iônica  

No primeiro planejamento foram estudados três parâmetros, volume de amostra, 

volume de acetonitrila e força iônica, conforme descrito no item 3.6.3. A otimização destes 

fatores foi realizada através do planejamento fatorial completo 23, com ponto central (n=3). A 

significância de cada fator foi avaliada pela análise de variância (ANOVA), usando níveis de 

significância p-valor. As áreas de cada pesticidas no extrato de cada ensaio foram 

determinadas experimentalmente, e utilizadas como resposta para gerar os gráficos de pareto. 

Estes gráficos (Figura 2 e Figura 3) mostram os valores dos efeitos de cada uma das variáveis, 

possibilitando verificar se os mesmos são estatisticamente significativos.  



81 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

(A) Pirimifós-metílico

,3262473

2,562935

4,278315

-10,9394

-25,1103

25,53602

p=,05
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Figura 2. Gráficos de Pareto dos efeitos das variáveis (1) força iônica, (2) volume de amostra e (3) volume de ACN para os pesticidas (A) 
pirimifós-metílico, (B) clorpirifós, (C) triadimenol, (D) flutriafol. 
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Figura 3. Gráficos de Pareto dos efeitos das variávies (1) força iônica, (2) volume de amostra e (3) volume de acetonitrila para os pesticidas (E) 
dieldrin, (F) ciproconazol, (G) bifentrina, (H) -cialotrina. 
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A Tabela 4 apresenta um resumo dos dados com todos os pesticidas e os valores dos 

efeitos de cada uma das variáveis e da interação entre elas para a otimização da força iônica, 

volume de amostra e volume de acetonitrila em LLE/LTP em chá pronto (infusão). 

 

Tabela 4.  Valores dos efeitos de cada uma das variáveis e da interação entre elas para a 
otimização da força iônica, volume de amostra e volume de acetonitrila em LLE/LTP em chá 
pronto. 

Analitos (1) Força iônica (2) Amostra (3) ACN  1x2 1x3 2x3 

Pirimifos-metílico 
 

2,56 25,5 -25,1 4,28 NS -10,9 

Clorpirifós 
 

NS 9,50 -9,35 NS NS -4,24 

Triadimenol 
 

NS 17,0 -20,1 NS NS -9,08 

Flutriafol NS 15,9 -19,4 NS NS -9,45 
       

Dieldrin NS 15,2 -20,9 NS NS -9,25 
       

Ciproconazol NS 14,4 -18,8 NS NS -7,36 
       

Bifentrina NS 9,58 -11,0 NS NS -5,58 
       

-Cialotrina NS 4,57 -4,37 NS NS -3,20 
ACN = acetonitrila; NS = não significativo.  

 

A partir dos gráficos de Pareto, pode-se observar que a força iônica (Fator 1), afeta 

positivamente a extração do pirimifós-metílico, mas não foi estatisticamente significativa para 

os demais analitos. Observa-se também que o volume de amostra (Fator 2) foi significativo 

positivo para todos os pesticidas. Já o volume de acetonitrila (Fator 3) foi significativo 

negativo para todos os compostos.  

Analisando as interações entre os parâmetros força iônica (1) e volume de amostra (2) 

pode-se perceber que este foi significativo positivo apenas para o composto pirimifós-

metílico, o que pode ser observado na superfície de resposta apresentada na Figura 4. 

Portanto, optou-se neste estudo por não alterar a força iônica, uma vez que para os demais 

compostos este parâmetro apresentou uma resposta não significativa, além disso, o composto 

pirimifós-metílico apresenta boa resposta cromatográfica, o que reforça esta decisão. Isto 

também permitirá simplificar o preparo de amostra. Já as interações entre volume de amostra 

(2) e volume de acetonitrila (3) foram significativos negativos para todos os compostos, 

indicando que para uma melhor extração deve-se utilizar maior volume de amostra e menor 

volume de acetonitrila. Para melhor visualizar este efeito, foi construído um gráfico de 



84 
 

 

superfície de resposta (Figura 4) para um dos compostos em estudo (pirimifós-metílico), pois 

todos apresentam a mesma tendência, em relação a superfície de resposta envolvendo volume 

de acetonitrila e volume de amostra. 

 

 

 

 

 

  

Figura 4. Superfície de resposta envolvendo os fatores força iônica, volume da amostra 
e volume de acetonitrila para o analito pirimifós-metílico. 
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Esses resultados mostram que as condições ótimas que favorecerão a extração 

LLE/LTP em amostras de chá pronto (infusão) são, o maior volume de amostra (5,00 mL) e o 

menor volume de acetonitrila (4,00 mL) para os pesticidas pirimifós-metílico, clorpirifós, 

triadimenol, flutriafol, dieldrin, ciproconazol, bifentrina e -cialotrina.  

4.2.2. Otimização do tempo de agitação e congelamento 

Um segundo planejamento foi realizado com o objetivo de otimizar outros parâmetros 

importantes para obter uma melhor extração pela técnica LLE/LTP que são, o tempo de 

agitação e o tempo de congelamento. A agitação afeta a dessorção, enquanto o tempo de 

congelamento influencia a distribuição dos analitos na fase orgânica. À medida que a amostra 

congela, a água é gradualmente transferida da fase líquida para a fase sólida, o que resulta em 

um aumento na concentração dos analitos na fase orgânica. O desenho experimental visou 

identificar as condições que proporcionam os melhores resultados: um tempo de agitação que 

maximize a dessorção dos analitos da infusão para a solução extrativa e um tempo de 

congelamento que favoreça a distribuição ótima dos analitos na fase orgânica. 

A otimização destes fatores foi realizada empregando o planejamento fatorial 22, com 

ponto central (n=3). A significância de cada fator foi avaliada pela análise de variância 

(ANOVA), usando níveis de significância p-valor. Sendo determinadas experimentalmente as 

áreas de cada analito no extrato de cada ensaio, as quais foram utilizadas como respostas para 

gerar os gráficos de Pareto dos efeitos.  

Os gráficos de Pareto obtidos são mostrados na Figura 5 e 6. 

 

 

 

 



86 
 

 

 

 

 
(A) Pirimifós-metílico
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Figura 5. Gráficos de Pareto dos efeitos das variáveis (1) agitação e (2) congelamento para os pesticidas (A) pirimifós-metílico, (B) clorpirifós, (C) 
triadimenol, (D) flutriafol. 
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Figura 6. Gráficos de Pareto dos efeitos das variáveis (1) agitação e (2) congelamento para os pesticidas (E) dieldrin, (F) ciproconazol, (G) 
bifentrina, (H) -cialotrina. 
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Pelos resultados obtidos é possível verificar que os fatores tempo de agitação (fator 1) 

e tempo de congelamento (fator 2) avaliados a 95% de significância (p < 0,5), não foram 

significativos para a extração destes pesticidas pela técnica LLE/LTP. Em função destes 

resultados foi escolhido para este estudo o menor tempo de agitação e de congelamento. 

Assim, menor tempo de agitação, 30 s, e menor tempo de congelamento, 4 h, devem 

ser empregados para a determinação desses pesticidas em amostras de infusão de chá verde 

empregando o método LLE/LTP-GC-MS. 

Em resumo, o método SLE/LTP otimizado consiste em se adicionar 4,00 mL de 

acetonitrila juntamente com 5,00 mL de amostra. A mistura resultante deve ser agitada por 30 

segundos e posteriormente armazenada em um freezer a cerca de -20 °C por 4 horas. Após o 

congelamento, o extrato sobrenadante deve ser cuidadosamente separado e analisado 

utilizando GC-MS. A versão otimizada da técnica SLE/LTP necessita de quantidades 

reduzidas tanto de amostra quanto de solvente extrator. Além disso, elimina a necessidade de 

etapas adicionais como limpeza, evaporação e troca de solvente, o que diminui o risco de 

contaminação e minimiza o desperdício de amostras. 

4.3. Validação do método LLE/LTP 

Para avaliar a seletividade, o método (LLE/LTP-GC-MS) otimizado foi aplicado em 

amostras de infusão preparadas a partir de folhas de chá verde isentas dos pesticidas em 

estudo. Posteriormente, essas infusões foram fortificadas com os analitos (pirimifos-metilico, 

flutriafol, ciproconazol e bifentrina) e submetidas novamente ao método de extração e em 

seguida os extratos foram analisados por GC-MS. Os cromatogramas obtidos foram 

comparados e não foi observado nenhum interferente no tempo de retenção dos analitos 

avaliados (Figura 7). 
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Figura 7. Cromatogramas, obtidos pelo GC-MS, do extrato de infuões de de folhas de chá 
verde: A) isentas dos analitos; (B) contendo os pesticidas, (1) pirimifós-metílico (tR = 5,82 
min), (2) flutriafol (tR = 6,78 min), (3) ciproconazol (tR7,33 min) e (4) bifentrina (tR = 8,22 
min). 
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Ao analisar o cromatograma do extrato isento dos analitos (branco), é possível 

observar a ausência de picos no mesmo tempo de retenção dos analitos em estudo, 

demostrando assim a seletividade do método. 

Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) do método, determinados pela 

relação sinal-ruído foram 0,004 e 0,0125 mg L-1 respectivamente para todos os pesticidas.  

Para avaliar a linearidade de resposta do método otimizado, o mesmo foi aplicado em 

amostras de infusão de chá verde fortificadas em 5 concentrações e em triplicata. Foi 

construída uma curva analítica nas concentrações 0,0125; 0,025; 0,10; 0,20; 0,25 mg L-1 para 

cada um dos analitos e a linearidade foi avaliada pelo método dos mínimos quadrados. Os 

coeficientes de determinação (R2) e as equações das curvas analíticas de cada um dos 

pesticidas são apresentados na Tabela 5. Esses dados mostram que as curvas analíticas obtidas 

pelo método de superposição de matriz, apresentam valores de R2 maiores que 0,990, 

confirmando a sua linearidade conforme as recomendações da ANVISA, 2017. Também 

foram avaliados os gráficos de resíduos obtidos a partir de valores calculados pela curva 

analítica de cada pesticidas. Pelos gráficos de resíduos apresentados na Figura 8 observa-se 

que os pontos não seguem um padrão de distribuição, podendo-se dizer então que a variância 

é constante e que a relação é linear, indicando assim que o modelo de regressão se ajustou 

adequadamente aos dados. 
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As porcentagens de recuperação variaram de 86,0 – 102% (Tabela 5). Esses resultados 

estão dentro da faixa aceitável pela ANVISA (2017), que é de 70-120%, demostrando que o 

método otimizado apresenta boa exatidão. 

A precisão, em termos de repetitividade, foi avaliada empregando o método para 

determinação dos pesticidas, em amostras de infusão fortificadas, em três níveis de 

concentração (0,0125; 0,1 e 0,25 mg L-1) e em triplicata. As análises foram realizadas no 

mesmo dia, nas mesmas condições pelo mesmo operador. Os coeficientes de variação ficaram 

entre 0,13% e 8,07% (Tabela 5), mostrando uma boa repetitividade do método, uma vez que 

estes estão abaixo dos valores recomendados pela ANVISA (2017), que é de 20%.  

A precisão intermediária foi avaliada por meio dos coeficientes de variação (CV), 

obtidos pela aplicação do método, em três dias não consecutivos pelo mesmo analista, no 

mesmo laboratório, nas mesmas condições de trabalho, em amostras de infusão chá 

fortificadas em três níveis de concentração e em triplicata. Os níveis de fortificação avaliados 

foram 0,0125; 0,10 e 0,25 mg L-1. Os valores de CV obtidos variaram de 4,72% a 17,8%, 

0,0 0,1 0,2 0,3

-500

0

500

R
es

íd
uo

Concentração / mg kg
-1

Pirimifós-metílico

0,0 0,1 0,2 0,3

-1000

0

1000

R
es

íd
uo

Concentração / mg kg
-1

Flutriafol

0,0 0,1 0,2 0,3

-1000

-500

0

500

1000

R
es

íd
uo

Concentração / mg kg
-1

Ciproconazol

0,0 0,1 0,2 0,3

-4000

-2000

0

2000

4000

R
es

íd
uo

Concentração / mg kg
-1

Bifentrina

Figura 8. Gráficos de resíduos dos pesticidas pirimifós-metílico, flutriafol, ciproconazol 
e bifentrina para as curvas analíticas em amostras de infusão de folha de chá verde. 
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como mostrado na Tabela 5. Os resultados obtidos mostram uma boa precisão intermediaria, 

pois são aceitáveis coeficientes de variação de até 20% segundo ANVISA, 2017. 

 
Tabela 5. Parâmetros de validação do método ELL/LTP-GC-MS para determinação de 
pesticidas em amostras de infusão de folhas de chá verde: regressão linear (y = área, x = 
concentração em mg L-1), coeficiente de determinação (R2) faixa linear; nível de fortificação 
(NF); Porcentagem de recuperação e desvio padrão (% R ± DP), precisão inter e intra-dia, e 
coeficiente de variação (CV). 

Composto 
Regressão linear /    

R2 
Faixa linear  LOD/LOQ NF R + DP (%) 

Intra-
dia  

CV (%) 
n = 3 

Inter-
dia  

CV (%) 
n = 9 

mg L-1 
Pirimifós-
metílico 

y = 107524x + 1249 
0,998 

0,0125 - 0,25 0,004/0,0125 0,0125 86,1 ± 0,0002 8,07 8,77 
   0,1 101± 0,008 4,84 4,96 
    0,25 98,9 ± 0,021 6,27 5,97 

Flutriafol y = 238420x + 1582,1 0,0125 - 0,25 0,004/0,0125 0,0125 86,3 ± 0,0001 2,30 14,7 
 0,998   0,1 95,8 ± 0,002 0,81 6,01 
    0,25 101 ± 0,023 3,93 5,32 

Ciproconazol y = 134547x + 554,03 0,0125 - 0,25 0,004/0,0125 0,0125 102 ± 0,001 0,13 10,9 
 0,997   0,1 86,0 ± 0,001 1,06 4,72 
    0,25 95,7 ± 0,007 0,95 11,5 

Bifentrina y = 616445x + 1839,5 0,0125 - 0,25 0,004/0,0125 0,0125 97,5 ± 0,0002 3,93 17,8 
 0,997   0,1 93,1 ± 0,005 1,29 5,43 
       0,25 98,3 ± 0,019 1,51 7,07 

 

Para desenvolver um método analítico é fundamental avaliar os possíveis efeitos de 

matriz (EM) na análise cromatográfica. Com esse propósito, foram preparadas duas curvas 

analíticas, uma em solvente puro (acetonitrila) e outra em extratos de amostras de infusão das 

folhas de chá verde (obtidos após a submissão das amostras à técnica de extração – 

LLE/LTP). A avaliação do efeito de matriz foi realizada por meio da comparação das 

inclinações das curvas analíticas obtidas nos extratos e no solvente. Os resultados obtidos são 

apresentados na Tabela 6. 

 

Tabela 6. Efeito de matriz (%EM) na resposta cromatográfica dos pesticidas presentes no 
extrato de infusão de chá obtido pelo método LLE/LTP-GC-MS. 

Pesticidas %ME 

Pirimifós-metílico 
 

-0,83 

Flutriafol 0,81 
  

Ciproconazol 0,74 
  

Bifentrina 2,5 
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O efeito de matriz pode ser positivo com um aumento no sinal do detector ou negativo 

com uma diminuição no sinal (supressão). Como pode ser observado na Tabela 6, o efeito de 

matriz obtido na extração dos pesticidas em amostra de infusão preparada a partir das folhas 

de chá verde por LLE/LTP variou de -0,83 a 2,5 %. A presença de coextrativos pode causar 

variações na resposta cromatográfica durante a análise. Segundo, Pinho et al., (2010) quanto 

maior a complexidade da matriz maior será o efeito de matriz. Pela Tabela 6 pode-se observar 

que o efeito de matriz foi positivo para o flutriafol, ciproconazol e bifentrina. Isso pode ser 

explicado pelo fato dos coextrativos competirem com os analitos por sítios ativos do injetor, 

com isso, uma maior quantidade de analito é transferido para a coluna cromatográfica e, 

consequentemente chegam ao detector levando ao aumento do sinal (SOUSA et al., 2012). Já 

o pirimifós-metílico apresentou efeito de matriz negativo. Isso ocorre quando componentes 

não voláteis da matriz se acumulam no insert/liner ou na coluna cromatográfica, criando 

novos sítios ativos. Esses sítios podem ligar os analitos, diminuindo a quantidade que chega à 

coluna cromatográfica e, consequentemente, ao detector. Como resultado, a resposta 

cromatográfica é reduzida em comparação com amostras preparadas em solvente puro. 

Valores de EM entre 0-20% é considerado efeito de matriz baixo, enquanto EM é considerado 

moderado com valores entre 20 e 50%, maiores que esse valor é considerado um EM elevado 

(SHENDY et al., 2019). Para reduzir essa influência na quantificação dos pesticidas, uma 

abordagem recomendada é a utilização de curvas analíticas preparadas no extrato da matriz.  

4.4. Aplicação do método LLE/LTP-GC-MS em amostras comerciais 

O método LLE/LTP-GC-MS otimizado e validado neste estudo foi testado para 

controle de qualidade de infusões preparadas a partir de seis amostras de folhas de chá verde 

adquiridas no mercado local de Viçosa, Minas Gerais, Brasil. Não foram detectados resíduos 

dos pesticidas investigados nessas amostras. 

4.5. Estudo da transferência dos pesticidas das folhas de chá verde para as 

infusões 

Os resultados da transferência de resíduos de pesticidas das folhas de chá verde para a 

infusão, preparada em diferentes temperaturas (80 e 100 °C) e tempos de infusão (5, 15, 30 e 

60 min), foram determinados através das porcentagens de transferência de acordo com a 

Equação 2 como descrito no item 3.10. Os dados são apresentados na Tabela 7.  
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Tabela 7: Porcentagem de transferência de resíduos de pesticidas para a infusão de chá verde em diferentes temperaturas de preparo e tempo de infusão.  

 80 °C 
 

100 ° C 

Pesticidas 
Concentração folha  

(mg kg-1) 
Tempo (min) 

Concentração 
infusão mg L-1 

% Transferência  
Concentração 
infusão mg L-1 

% Transferência 

Pirimifós-metílico 12 

5 0,0137 11,4  0,0296 24,7 

15 0,0141 11,8  0,0286 23,9 

30 0,0139 11,5  0,0276 23,0 

60 0,0146 12,1  0,0271 22,6 

      

Ciproconazol 70 

5 0,329 47,0  0,454 64,9 

15 0,362 51,7  0,450 64,3 

30 0,365 52,2  0,471 67,3 

60 0,360 51,4  0,445 63,6 

      

Bifentrina 40 

5 n.d n.d  0,0152 3,81 

15 n.d n.d  0,0149 3,73 

30 n.d n.d  0,0155 3,88 

60 n.d n.d  0,0150 3,75 
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Conforme apresentado na Tabela 7, tanto nas temperaturas de infusão de 100 °C e 80 

°C a translocação do ciproconazol para a infusão foi mais significativa, com taxas entre 

63,6% - 67,3% e 47,0% - 52,2%, respectivamente. Em seguida o pirimifós-metílico 

apresentou uma transferência de 22,6% - 24,7% para temperatura de 100 °C e 11,4% - 12,1% 

para temperatura de 80 °C. Por outro lado, a bifentrina apresentou a menor taxa de 

transferência, uma porcentagem variando entre 3,73% - 3,88% para temperatura de infusão de 

100 °C, enquanto para a temperatura de 80 °C os resultados ficaram abaixo do limite de 

quantificação (LQ).  

Esses resultados sugerem que o ciproconazol com um coeficiente de partição octanol-

água mais baixo (log Kow = 3,08) e maior solubilidade em água (93 mg L-1), apresentou uma 

transferência mais elevada em comparação com os demais pesticidas. O pirimifós-metílco 

(log Kow = 4,19) e solubilidade de 11 mg L-1, apresentou uma taxa intermediária, enquanto a 

bifentrina, com um valor de log Kow mais alto (log Kow = 6,56) e a menor solubilidade em 

comparação aos demais (0,01 mg L-1) exibiu uma transferência baixa para a infusão, o que é 

consistente com outros estudos que relataram baixa ou nenhuma detecção de resíduos deste 

pesticidas na bebida de chá (TEWARI et al., 2005, CHO et al., 2014).  

A taxa de transferência de resíduos de pesticidas para a infusão depende 

principalmente da sua solubilidade em água (CHO et al., 2014; GUPTA & SHANKER, 2009; 

WAN, XIA & CHEN, 1991). Um segundo fator significativo é o coeficiente de partição 

octanol-água de cada analito. Quanto maior a solubilidade em água, maior será sua 

transferência para a infusão. Por outro lado, em relação ao coeficiente de partição octanol-

água, observa-se que quanto menor esse coeficiente, maior é a taxa de transferência (XIAO et 

al., 2017; WANG et al., 2019; JIANG et al., 2020). 

Valores de log Kow mais elevados tendem a apresentar uma baixa transferência para a 

infusão. Isso ocorre porque os pesticidas penetram nos tecidos, vinculando-se fortemente com 

eles e não se movem para a água (NAGAYAMA, 1996). Esse fenômeno confirma os 

resultados obtidos neste estudo. 

Para verificar se o tempo de preparo do chá influência na transferência dos pesticidas, 

os dados obtidos para cada uma das temperaturas de infusão (80 °C e 100 °C) foram 

submetidos à Análise de Variância (ANOVA). O objetivo foi determinar se há diferença 

significativa entre as médias dos tratamentos. Adotou-se um nível de significância de α= 5%. 

Valores de p (> 0,05) indicam que a hipótese nula é aceita sugerindo que as médias dos 

tratamentos são iguais. Por outro lado, valores de p (< 0,05) levam a rejeição da hipótese nula 
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e aceita a hipótese alternativa, indicando que pelo menos um dos grupos possui médias 

diferentes.  

Após analisar a variação dos dados obtidos ao variar o tempo de infusão tanto para as 

temperaturas de 80 °C quanto de 100 °C, adotando um nível de significância de 5% foi obtido 

um valor de p  0,05. Portanto, conclui-se que o aumento no tempo de preparo não teve um 

efeito significativo na transferência de nenhum dos pesticidas estudados (pirimifós-metílico; 

ciproconazol e bifentrina) para a infusão, ou seja, 5 min já é suficiente para que ocorra a 

transferência dos pesticidas para o chá. 

A análise de Variância (ANOVA) também foi utilizada para verificar se existe 

diferença significativa entre as médias dos tratamentos nas temperaturas de 80 °C e 100 °C. 

Foi adotado um nível de significância de α= 5%. Após a análise foi obtido um valor de p < 

0,05. Conclui-se que o aumento da temperatura teve um efeito significativo na transferência 

dos pesticidas das folhas de chá verde para a infusão. Na Tabela 7 é possível observar que o 

aumento da temperatura levou a um aumento na taxa de transferência de todos os analitos em 

estudo. Na temperatura de 100 °C a porcentagem de transferência foi maior quando 

comparada com as porcentagens de transferência em 80 °C. Outros estudos também relataram 

o aumento da porcentagem de transferência de pesticidas com o aumento da temperatura 

(CHEN et al., 2017; ZHOU et al., 2018). Isso provavelmente ocorre porque o aumento da 

temperatura acelerou a dissolução de pesticidas, facilitando sua liberação de matrizes secas de 

chá para a solução (infusão) de chá (ZHOU et al., 2018; JIANG et al., 2020) 

Dessa forma, o aumento do tempo de preparo não altera a transferência dos pesticidas 

pirimifos-metílico, ciproconazol e bifentrina para a infusão de chá verde, porém, o 

superaquecimento da água para a preparação do chá não é aconselhado, uma vez que a 

temperatura mais alta pode aumentar a transferência para a infusão. 

 

5. CONCLUSÃO 

A técnica LLE/LTP foi otimizada e validada para determinação de diferentes 

pesticidas em infusões, preparadas a partir de folhas de chá verde desidratadas, por GC-MS. O 

método é viável, apresentando um LQ de 0,0125 mg L-1, uma porcentagem de recuperação de 

86,0 - 102% e CV menor que 17,8.  

Este estudo revelou que as condições de infusão podem influenciar as porcentagens de 

transferência dos pesticidas (pirimifós-metílico, ciproconazol e bifentrina) das folhas de chá 

verde para a infusão. A transferência dos pesticidas para a infusão aumentou com o aumento 

da temperatura da água, enquanto a duração da infusão não influenciou na transferência, se 
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mantendo constante. Resíduo do ciproconazol, apresentou maior taxa de transferência, devido 

esse pesticida apresentar menor log Kow e maior solubilidade em água quando comparado 

com os demais. A bifentrina apresentou menor taxa de transferência, uma vez que essa 

apresenta maior valor de log Kow e menor solubilidade em água. 
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CONCLUSÃO GERAL 

O método de extração sólido-líquido com partição em baixa temperatura (SLE/LTP), 

seguido por uma etapa de clean-up (d-SPE), foi otimizado e validado para determinação de 

resíduos dos pesticidas pirimifós-metílico, flutriafol, ciproconazol e bifentrina, em folhas 

desidratadas de chá verde utilizando cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 

massas (GC-MS). Este método atendeu aos requisitos estabelecidos pela ANVISA, Resolução 

RDC nº 166/17. Esse método foi aplicado em folhas de chá verde, sendo detectado a 

bifentrina em duas amostras com concentrações acima do LMR permitido pela União 

Européia (0,07 mg kg-1 e 0,20 mg kg-1).  O método também foi testado em outros tipos de 

chás, para avaliar a sua aplicabilidade, sendo detectado resíduos de pesticidas, a maioria 

acima do LMR permito pela União Europeia. O pesticida pirimifos-metílico foi encontrado 

acima do LMR estabelecido pela União Europeia em cinco amostras sendo, uma de chá preto, 

uma de chá branco e três de erva-cidreira em concentrações variando de 0,06-0,6 mg kg-1. O 

flutriafol foi identificado em uma amostra de chá de cavalinha, porém abaixo do Limite de 

Quantificação (LQ) e, portanto, abaixo do LMR. Em relação ao ciproconazol, este foi 

detectado na faixa de concentrações entre 0,11-0,85 mg kg-1 sendo, duas amostras de erva-

cidreira, uma de erva-doce, uma de cavalinha e uma de hortelã todas excedendo o LMR. A 

bifentrina foi detectada em uma amostra de cavalinha, uma de mate e uma de capim-limão, 

com concentrações variando de <LQ a 0,11 mg kg-1. Como os chás são consumidos na forma 

de infusão, um método de extração líquido-líquido com partição em baixa temperatura 

(LLE/LTP) e análise por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-MS) 

foi também otimizado e validado para a determinação de pesticidas pirimifós-metílico, 

flutriafol, ciproconazol e bifentrina em infusões de chá verde. O método validado apresentou 

boa seletividade, linearidade e exatidão com uma faixa de recuperação de 86,0 a 102%, com 

precisão ≤ 17,8%. O limite de quantificação (LQ) foi de 0,0125 mg L-1 para todos os analitos. 

Esses métodos foram empregados para avaliar a transferência dos pesticidas pirimifós-

metílico, ciproconazol e bifentrina das folhas de chá verde para a sua infusão. Com base nos 

resultados obtidos, observou-se que para o ciproconazol a translocação foi mais significativa 

sendo, uma taxa entre 63,6% - 67,3% em temperatura de infusão de 100 °C e uma taxa de 

47,0% - 52,2% para temperatura de 80 °C. Em seguida o pirimifós-metílico teve uma taxa 

para as temperaturas de 100 °C e 80 °C de 22,6% - 24,7% e 11,4% - 12,1%, respectivamente. 

Já a bifentrina apresentou a menor taxa de transferência, uma porcentagem variando entre 

3,73% -3,88% para temperatura de infusão de 100 °C, enquanto para a temperatura de 80 °C 

os resultados ficaram abaixo do limite de quantificação (LQ).  Observou-se uma correlação 
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entre a transferência dos pesticidas com o valor de Kow e a solubilidade dos mesmos. Maior 

transferência foi observada para os compostos mais solúveis em água e que apresentam menor 

valor de Kow. A maior taxa de transferência dos resíduos dos pesticidas ocorreu em 

temperatura mais elevada da água de infusão (100 °C), enquanto o tempo de infusão não 

influenciou significativamente na transferência dos pesticidas. Portanto, para minimizar a 

transferência de pesticidas para a infusão recomenda-se não ferver a água durante o seu 

preparo e também, evitar o uso de pesticidas altamente solúveis em água no cultivo do chá 

verde. 

 


