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EPIGRAFE

“Somos o que fazemos, mas somos, principalmente,
o0 que fazemos para mudar o que somos”

Eduardo Galeano



RESUMO

A aplicagdo de agrotoxicos vem sendo evidenciada desde o principio das grandes culturas, com
o intuito de combater pragas e, portanto, conter as doencgas nefastas aos plantios. Contudo, o
emprego destas substancias demanda um monitoramento, principalmente nas ultimas décadas,
em que o uso ¢ considerado exacerbado e feito em larga escala. Considerando os riscos de
contaminag¢do dos compartimentos ambientais, como o solo e dgua, e dos organismos nao-alvo,
a partir do consumo dos alimentos contaminados com residuos dos agrotoxicos, neste trabalho,
foi desenvolvido um método para determinacdo do tiametoxam em graos de feijdo, a partir da
extragdo solido-liquido com parti¢do a baixa temperatura (ESL-PBT). Para a separagdo e
quantificagdo do agrotoxico, foi empregada a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo por arranjo de diodos. O método ESL-PBT apresenta vantagens, tais como a redugao
significativa das quantidades de amostra e solventes organicos e, ainda, a acessibilidade e
simplicidade, o baixo custo, a baixa interferéncia do analista ¢ a alta eficiéncia para matrizes
complexas. A primeira parte do trabalho consistiu na otimiza¢ao de alguns parametros da ESL-
PBT: o solvente extrator; a massa da amostra; a propor¢ao de volumes dgua:solvente extrator;
a quantidade de sal para promover o efeito salting out; o tempo de congelamento. O solvente
que apresentou melhores percentuais de recuperacao foi o acetato de etila, na propor¢do de
agua:extrator de 2,0:4,0 (v/v), principalmente apos a adicao 40 % (m/v) de KCl, empregando
massas de 500 mg de feijdo e congelamento por 2 h, resultando em taxas de extracdo proximas
a 100 %. Seguida da otimizacdo do método de extragdo, a etapa da validagdo foi efetuada,
partindo-se dos parametros propostos pelo guia de validacio da Comunidade Europeia,
documento SANTE/11312/2021. Assim, o método proposto foi capaz de extrair, separar e
quantificar o tiametoxam em uma amostra complexa como os graos de feijao, com LOQ
equivalente a 0,08 mg kg™!, demonstrando boa detectabilidade do método, abaixo do limite

maximo de residuos para o tiametoxam em graos de feijao.

Palavras-chave: ESL-PBT, tiametoxam, graos de feijdo, CLAE-DAD, otimizagao, valida¢ao.



ABSTRACT

The application of pesticides has been evidenced since the beginning of large crops to combat
pests and, therefore, contain harmful diseases to plantations. However, the use of these
substances requires monitoring, especially in recent decades, when their use is considered
exacerbated and carried out on a large scale. Considering the risks of contamination of
environmental compartments, such as soil and water, and non-target organisms, from the
consumption of food contaminated with pesticide residues, in this work, we developed a method
for the determination of thiamethoxam in bean grains using solid-liquid extraction with a low-
temperature partition (SLE-LTP). For the separation and quantification of the insecticide, high-
performance liquid chromatography with detection by a diode array was used. The SLE-LTP
method has advantages, such as the significant reduction in sample amounts and organic
solvents, accessibility and simplicity, low cost, low analyst interference, and high efficiency for
complex matrices. Initially, we optimized some SLE-LTP parameters, such as the type of
extractor solvent, sample mass, extractor volume, the mass of KCl, and freezing time. The
solvent that presented the best percentages of recovery was ethyl acetate, in the proportion of
water: extractor of 2.0:4.0 (v/v), mainly after the addition of 40 % (m/v) of KCl, using a mass
of 500 mg of beans and freezing for two hours, resulting in extraction rates close to 100 %.
Following the optimization of the extraction method, the method validation was carried out
based on the parameters proposed by the European Community validation guide, document
SANTE/11312/2021. Thus, the proposed method was able to extract, separate and quantify
thiamethoxam residues in a complex sample, such as bean grains, with LOQ of 0.08 mg kg!,
demonstrating good detectability of the method, below the maximum residue limit for

thiamethoxam in bean grains.

Keywords: SLE-LTP, thiamethoxam, bean grains, HPLC-DAD, optimization, validation.
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1 INTRODUCAO

Desde o principio das culturas, perante os acontecimentos da Revolugao Neolitica, sdo
utilizadas substancias quimicas para a contencdo e a prevencao de vetores, considerados
nefastos aos plantios (GOULART et al., 2022). Na fronteira temporal entre a Antiguidade e a
Idade Média, civilizagdes ocidentais como a grega € a romana empregavam vegetais e
compostos simples para o controle dos vetores, sob influéncia da religiosidade e do exercicio
do poder, por parte de tedricos e governantes (CARVALHO et al., 2017). Os sumérios, no
Oriente, ao decorrer dos anos 2500 a.C., passaram a utilizar pé de enxofre para a contengado de
insetos, de forma que o mesmo fosse aplicado ao solo e, logo, conduzido a raiz, especificamente
as células (GOULART et al., 2022). No decurso da Idade Média, os chineses passaram a
empregar metais pesados, tais como o mercurio e o arsénio, este fato ¢ conhecido nos dias atuais
pelos danos ecoldgicos causados e a bioacumulagdo destes metais no decorrer da cadeia
alimentar, precisamente, dos niveis troficos (SOUSA et al., 2021).

Ao longo dos acontecimentos que permeiam e definem a Idade Moderna, o crescimento
demografico incitou a moderniza¢do da agricultura, ante o progresso tecnologico e cientifico.
Teorias demograficas, especificamente a Malthusiana, discorriam do axioma de que as
populagdes humanas cresceriam em progressdao geométrica, enquanto que a producdo de
alimentos em progressao aritmética (SILVA et al., 2015). Esta premissa tornou-se inconsistente
mediante o aumento dos cultivos otimizados por insumos. Apoiado na 6ptica socioeconomica,
0os paises emergentes, precisamente, além dos escassos acessos tecnologicos, ainda
experienciavam o minimo acesso a informacao. Tal fato atualmente € evidenciado, por exemplo,
a partir dos residuos de agrotoxicos encontrados em alimentos, solo e aguas, sendo estas de
superficie, subterraneas, como também, provenientes da chuva, a depender das classificagdes e
das propriedades fisico-quimicas dos insumos (GOULART et al., 2022).

O conhecimento e 0 acesso aos preceitos basicos da tecnologia da aplicagdo, propicia
condutas, tais como: a utilizacdo de compostos com menor efeito toxicologico e acumulo
residual; o emprego de equipamentos de protecdo individual (EPI’s) no decorrer da aplicagao;
a preservacgao e calibragcdo dos instrumentos utilizados em pulverizag¢des, anterior a aplicagao;
a maior importancia ao conhecimento da tecnologia da aplica¢do, para além do produto a ser
utilizado, sendo que a espécie-ativa deve ser utilizada em quantidade adequada para atingir,
seletivamente, o alvo (BUENO, 2015). Estes procedimentos podem ser responsaveis por
evitarem adversidades consequentes das aplicagdes, por exemplo, relacionadas a toxicidade,

lixiviagdo, volatiliza¢do e degradacao (BUENO, 2015).
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1.1 Classifica¢des dos agrotoxicos

Os agrotoxicos sao classificados, em geral, segundo as condutas de organizagdes, como
a Organizagdo das Nag¢des Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO, sigla do inglés Food
and Agriculture Organization), a Organizacdo Pan-Americana da Satde (OPAS) e a
Organizagao Mundial da Satde (OMS) (FRIEDRICH et al., 2021). As subdivisdes a serem
abordadas neste trabalho tratam-se da finalidade, da origem e da toxicidade a satide humana

(GOULART et al., 2022).

1.1.1 Classificagdo quanto a finalidade

Este segmento diz respeito aos organismos-alvo controlados pelos agrotoxicos, a partir
de trés maneiras principais de intoxicacdo: por contato, por ingestdo ou por fumigagdo
(NOCELLI et al., 2010). Introduzem-se, neste momento, os fungicidas, herbicidas e inseticidas,
vista a considerdvel atuagdo destes nos distintos paises do globo. Tal fato se deve,
principalmente, aos grandes volumes utilizados dos fungicidas, herbicidas e inseticidas, tanto
para a preservacdo da quantidade e qualidade das culturas, quanto para o tratamento
fitossanitario, sendo este, no Brasil, determinado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) (BUENO, 2015). Nesse contexto, o tratamento fitossanitario busca
garantir que, durante as transacdes de exportacdo e importagao, os cultivos e parte deles, como
também embalagens e estruturas de madeira, estejam imunes de pragas (MAPA, 2020).

Os fungicidas, que atuam no controle dos fungos, agem a partir da destrui¢ao ou inibigao
do organismo-alvo (PAVANI, 2016). Em relag@o aos herbicidas, estes influem no controle das
plantas invasoras vistas as interferéncias destas aos demais cultivos, relacionadas a competi¢cao
e alelopatia (EMBRAPA, 2023). A implicacdo das ervas daninhas, perante os agroecossistemas,
passa a ser considerada competi¢do a partir da redu¢do no montante de recursos disponiveis aos
cultivos, a depender da sobreposi¢do das raizes das plantas invasoras as raizes das culturas.
Logo, a disponibilidade de 4gua, nutrientes e luz pode ser acometida, além do favorecimento
como habitat para demais pragas e doencas (RIZZARDI et al., 2001). No que se refere a
alelopatia, do grego allelon (= de um para o outro) e pathos (= sofrer), esta descreve o prejuizo
ou favorecimento de um individuo a outro, por intermédio de biomoléculas, que sdo liberadas

ao ambiente. Tal processo pode ocorrer a partir do solo ou substrato, em fase aquosa, bem como
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por espécies gasosas volatilizadas no ar, nas imediacdes das embriofitas (FERREIRA;
AQUILA, 2000).

Os inseticidas atuam na conten¢ao de insetos em cultivos e podem ser exemplificados a
partir da acdo do tiametoxam (3-(2-cloro-tiazol-5-ilmetil)-5-metil-[1,3,5]oxadiazinan-4-
ilideno-N-nitroamina) no sistema nervoso dos vetores. Os neonicotinoides, como o tiametoxam,
derivados da molécula de nicotina, ndo sdo degenerados pela acetilcolinesterase (AChE),
enzima responsavel por influenciar nos modos de transmissdo de impulsos nervosos, em
vertebrados e invertebrados, e degradar moléculas de acetilcolina (SILVA, 2012). Desse modo,
o tiametoxam age analogamente a acetilcolina, de forma a manter a ativagdo continua deste
neurotransmissor, ocasionando transmissdes ininterruptas ¢ descontroladas dos impulsos
nervosos. Consequentemente, este processo pode acarretar colapso do sistema nervoso e morte
do inseto (SILVA, 2012).

A Tabela 1 apresenta as demais classificacdes dos agrotoxicos no que se refere a

finalidade, a depender dos organismos que controlam.

Tabela 1. Classificacdo dos agrotoxicos, referente a finalidade, de acordo com os organismos

controlados.

Agrotoxicos Organismo controlado
Acaricidas Acaro
Desfolhantes Plantas indesejadas
Fumigantes Bactérias no solo
Fungicida Fungos
Herbicida Plantas invasoras
Inseticida Insetos
Raticidas Roedores
Nematicidas Nematoides

Fonte: adaptado de (NOCELLI et al., 2010).

1.1.2 Classificacdo quanto a origem

Nesta secdo, sdo envolvidos os agrotoxicos inorganicos € os organicos, sendo estes
ultimos subdivididos em sintéticos ou naturais. As espécies inorganicas, exploradas desde os
primoérdios das culturas, pelas antigas civilizagdes, passaram a ser notdrias comercialmente, e
preparadas a base de metais e semimetais, como o mercurio, cadmio, chumbo, talio e bario
(SOUSA et al., 2021). Em vista disso, tornou-se evidente a persisténcia e alta toxicidade dos

compostos, além da bioacumulacdo no decorrer dos niveis troficos, sendo este processo
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viabilizado pelas grandes dosagens necessarias para tornar o agrotéxico de origem inorganica
eficiente. J& as espécies organicas passaram a pertencer a uma categoria de suma importancia,
principalmente no que tange as experimentagdes relacionadas aos compostos sintéticos, € seus
problemas toxicologicos, por exemplo, os clorados, fosforados e nitrogenados, visto o avango
da sintese organica (NOCELLI et al., 2010).

Os compostos organicos naturais podem ser explicitados por aqueles derivados da
piretrina, sabadina, rutenona e nicotina, com aplicacdo ainda incipiente (NOCELLI et al.,
2010). O grupo quimico dos neonicotinoides, cuja terminologia do termo compreende a
nicotina e demais inseticidas semelhantes conformacional e estruturalmente, trata-se de um
novo conjunto de inseticidas que atuam no sistema nervoso central (SNC) dos insetos, conforme
citado anteriormente. Esta atuacdo ocorre a partir de interagdes com os receptores nicotinicos
de acetilcolina neuronais (nAChRs) (FERREIRA et al., 2022). Estes receptores referem-se a
canais i0nicos da membrana plasmatica, situados no SNC. Logo, a partir da agdo de moléculas
endogenas, como o neurotransmissor acetilcolina, e de moléculas exdgenas, como a nicotina,
0s canais se abrem e propiciam a passagem de cations (BATISTA, 2016).

Atualmente, os inseticidas neonicotinoides, a exemplo do tiametoxam, sdo bastante
utilizados em cultivos vegetais, como feijoes, cereais, tabaco, algodao e batata, em virtude da
eficacia na contengdo tanto de insetos que se nutrem da seiva, como as cigarrinhas, quanto de

insetos que trituram tecidos vegetais, por exemplo, os besouros (BATISTA, 2016).

1.1.3 Classificacdo quanto a toxicidade a saude humana

Mediante o processo de registro dos agrotoxicos, agéncias reguladoras propdem a
categorizacdo dos mesmos em quatro Classes Toxicologicas, em fun¢do dos impactos a saude
humana, quando exposta a estes agentes, a depender da Dose Letal 50 % (DLso). Este parametro
estatistico ¢ estabelecido a partir da quantidade necessaria de um téxico para eliminar 50 % de
uma populagdo de animais durante ensaios toxicoldgicos; para os agrotdxicos, empregam-se 0s
parametros DLso oral e DLso dérmico, sendo este Gltimo atribuido a roedores, quando testados
(GARCIA et al., 2005). Nesse contexto, a toxicidade ¢ expressa em miligramas do produto
toxico, suficientes para eliminar 50 % do animal em ensaio por quilogramas de peso vivo
(NOCELLI et al., 2010). Diante disso, quanto menor o valor de DLso maior a toxicidade do
composto a saude humana, visto que minimas quantidades prontamente tornam-se capazes de

extinguir 50 % da populacdo de animais em estudo. A Tabela 2 apresenta as respectivas classes
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toxicologicas e suas descri¢cdes quanto a toxicidade, em fun¢do dos valores de DLso, sendo estas

representadas pelas diferentes coloragdes das faixas presentes no rétulo do produto.

Tabela 2. Classificacdo dos agrotoxicos quanto a toxicidade a saide humana, a depender dos valores
de dose letal de metade da populagdo de animais em estudo.

Classe Toxicoldgica Toxicidade DLso Faixa colorida
I Extremamente toxico <5mgKg! _
11 Altamente toxico Entre 5 e 50 mg Kg! Amarela
11 Mediamente toxico  Entre 50 e 500 mg Kg'! Azul

v Pouco toxico Entre 500 e 5000 mg Kg'! _

Fonte: adaptado de (NOCELLI et al., 2010).

1.2 Tiametoxam

Os inseticidas do grupo quimico derivado da nicotina, os neonicotinoides, sdo ativos
contra insetos que mastigam e sugam a seiva dos cultivos. Dentre estas pragas, incluem-se os
pulgdes (Aphidoidea), as moscas-brancas (Bemisia tabaci), as cigarrinhas-do-milho (Dalbulus
maidis), os tripes (Thysanoptera), os besouros (Coleoptera), bem como algumas espécies da
ordem dos lepitopteros (Lepidoptera) (NOCELLI et al., 2010). O tiametoxam, um inseticida
sistémico e objeto de estudo deste trabalho, foi considerado eficiente para o controle de tripes
e demais insetos da ordem Hemiptera, como as moscas-brancas e as cigarrinhas, substituindo-
se os carbamatos e fosforados, os quais perderam a eficiéncia perante a resisténcia de insetos
(SUKEANE et al., 2013). Diante disso, o tiametoxam apresenta classificacdo toxicologica III
e, portanto, medianamente toxico. Ademais, o agrotoxico demonstra atividade para o tratamento
de solos, folhas e sementes, conforme presente em literatura (SUKEANE et al., 2013). A partir
disso, remete-se as caracteristicas fisico-quimicas do tiametoxam perante as trés reparticdes da
biosfera: a atmosfera, a hidrosfera e a litosfera. Dentre as propriedades, aborda-se a volatilidade,
o coeficiente de adsor¢ao a matéria organica do solo (Koc), o coeficiente de particao octanol-
agua (Kow), a solubilidade em agua e, por fim, os valores maximos permitidos de agrotdxicos
em agua (GOULART et al., 2022).

A Tabela 3 descreve estas caracteristicas fisico-quimicas do tiametoxam de forma
quantitativa, conforme os valores presentes em literatura, os quais podem ser associados ao

comportamento do composto cuja analise € descrita por este trabalho.
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Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas do tiametoxam, de acordo com dados presentes em

literatura.

Propriedades fisico-quimicas Valores
Pressdo de vapor (mm Hg) 4,95x101!
Constante de Henry (atm m> mol™) 4,64x10°1°
Koc 32a70
Log Kow a 25 °C -0,13
Solubilidade em agua a 25 °C (g L) 4,1

Fonte: adaptado de (HILTON et al., 2016).

A volatilidade ¢ relacionada a distribuicao das moléculas do agrotoxico pelo ambiente,
a depender dos modos de aplicacdo, os quais podem acarretar o desperdicio do produto. Devido
a isso, como também a demais problemas associados, torna-se importante o conhecimento da
volatilidade dos agrotdxicos a partir da pressdo de vapor e da constante da lei de Henry (Ky)
(GOULART et al., 2022). A pressdao de vapor ¢ manifestada pela for¢a atuante no equilibrio
entre uma fase aquosa e outra gasosa em um sistema, apos a influéncia da significativa energia
de determinadas moléculas presentes no meio (ATKINS et al., 2018). Em relacdo aos
agrotoxicos, a pressdo de vapor remete-se a volatilizagdo do composto puro e, mediante
possiveis modificacdes na conformagdo molecular das substancias torna-se necessario
conceituar a constante da lei de Henry (OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2011). Esta quantifica a
tendéncia das moléculas de um agrotoxico em se transferirem da solucdo para a atmosfera,
como gas ou vapor, potencializando-se os riscos de problemas ambientais. Por exemplo, a partir
do alcance dos residuos de agrotdxicos a espécies ndo-alvo, como também as aguas de
abastecimento e organismos humanos (HANSON et al., 2016).

Tal fato pode ser relacionado ao modo de aplicacdo do tiametoxam por meio da
pulveriza¢do sobre as folhas, sendo estudados, portanto, outros dois modos alternativos: a
incorporacdo ao solo e o tratamento de sementes. Na incorporacdo ao solo, o inseticida ¢
adicionado diretamente ao solo, que ao entrar em contato com as raizes, ¢ transportado junto
aos nutrientes para as extremidades da planta, distribuindo-os nas folhas, graos e caule. O
mecanismo pode ocorrer para o agrotoxico, com o objetivo de que se aloje nas folhas para o
controle das espécies-alvo. Evita-se, assim, a concentragdo nos graos, no solo € nas dguas, como
também os possiveis danos a saide humana e as demais espécies do ecossistema (SANTOS,

2018).
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Conforme exposto na Tabela 3, o tiametoxam apresenta pressao de vapor equivalente a
4,95x10'! mm Hg e constante de Henry de 4,64x10™'5 atm m? mol™. Tais dados referem-se a
um composto de baixa volatilidade a ndo volatil, visto que a pressao de vapor se encontra abaixo
da ordem 10 e Ky inferior a 10”7, sendo caracteristicas de espécies pouco volateis, conforme
a literatura (GOULART et al., 2022). Nota-se, portanto, a proporcionalidade existente entre os
valores de P e Ky em relacdo a volatilidade; menor o valor, menor a inclinagdo dos agrotoxicos
em se volatizarem para a atmosfera.

A adsor¢do ¢ um fendmeno fisico-quimico, em que um composto em fase gasosa ou
liquida, como os agrotoxicos, ¢ deslocado para a superficie de uma fase solida. Nesse sentido,
o coeficiente de adsor¢do a matéria organica do solo (Koc) ¢ a capacidade de uma substancia
em se adsorver a fase solida do solo por meio da presenca de matéria organica. Desse modo,
quanto maior o valor de Ko maior ¢ a afinidade das moléculas do agrotoxico pela matéria
organica do solo, entdo, maior a tendéncia em serem adsorvidas (OLIVEIRA; BRIGHENTI,
2011). Por outro lado, o menor o valor de Ko confere maior afinidade a solugdo aquosa presente
no solo e, assim, maior a solubilidade do agrotoxico em 4gua. O tiametoxam apresenta Koc na
faixa de 32 a 70, de acordo com a Tabela 3, dentro do intervalo classificatorio de 0,5 a 99 que,
segundo a literatura (GEBLER; SPADOTTO, 2004), indica uma baixa adsor¢ao a matéria
organica. Logo, pode-se considerar uma tendéncia do tiametoxam de se lixiviar e escoar
superficialmente incorrendo na contaminagdo das dguas subterrdneas e de superficie
(OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2011). Ademais, o valor baixo de Koc apontado pode influir na
degradagdo do tiametoxam no ambiente, uma vez que os componentes do solo, durante o
processo de adsorcao, envolvem as moléculas contra a luz do sol e agdo de microrganismos
(GOULART et al., 2022).

Em relag@o a maior afinidade do agrotoxico pela solugdo aquosa do solo, introduz-se o
coeficiente de particdo octanol-agua (Kow), também expresso como LogP, que se refere ao grau
de lipofilicidade ou hidrofilicidade de um composto. De acordo com a Tabela 3, o tiametoxam
apresenta Log Kow, a 25 °C, de -0,13 e Kow de 0,74, o que confirma a afinidade da espécie para
solugdes aquosas, corroborando com o valor de Ko.. Em vista disso, considera-se menor a
bioconcentragdo das moléculas do tiametoxam aos tecidos adiposos de organismos vivos e,
consequentemente, menor a bioacumulacao nos niveis tréficos da cadeia alimentar. Contudo,
estas moléculas, devido a afinidade com solugdes aquosas, deslocam-se facilmente pelos
compartimentos ambientais, contribuindo para suas contaminacdes (DELLAMATRICE;

MONTEIRO, 2014).
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A estrutura quimica do tiametoxam ¢é apresentada na Figura 1 a fim de se relacionarem
as forgas intermoleculares da espécie provavelmente estabelecidas com a matriz da amostra e
com os solventes testados para o desenvolvimento da metodologia quimica proposta neste

trabalho.

Figura 1. Estrutura quimica do tiametoxam.
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Fonte: Propria autora.
1.3 Graos de feijao

A principio, o feijdo rajado, Phaseolus vulgaris, é considerado a leguminosa de grande
importancia e consumo, principalmente para a populagdo de territorios da América Latina, India
e Africa (BRIGIDE, 2002). Isto porque a alimentagio e os costumes sdo relacionados com um
conjunto de fatores como a cultura, o contexto historico, o clima e o solo, o que influencia
diretamente na propensao de certos alimentos diarios. Nesse sentido, compreende-se o alimento
sob uma oOptica social e cultural, constituindo-se conexdes com quem come, com 0 que Se
produz e com demais fatores que contornam o ato de se alimentar e tecer vinculos sociais
(LIMA et al., 2015).

No Brasil, a produgao de feijao ¢ vista como uma significativa fonte de proteina vegetal
a populacdo, em especial por assistir as refei¢des dos diferentes estratos sociais. Tal fato ¢é
considerado, principalmente no contexto em que as dietas apoiadas na proteina animal geram
impactos no orcamento de grande parte das familias brasileiras (CARBONELL et al., 2021). A
producdo ocorre em diferentes safras, sendo estas em até trés vezes ao ano, a depender das
condi¢des, especificamente, climaticas dos estados brasileiros (SILVEIRA, 2022). Em vista
disso, o estado de Goias e a regido do Tridngulo Mineiro, esta ultima demarcada pela Figura 2
e regido de execugdo desta pesquisa, apresentam uma tendéncia de produzir feijado nas trés
safras anuais citadas anteriormente, sendo esta capacidade influenciada pelas condi¢des do
Cerrado mineiro e pelas caracteristicas fisicas do latossolo vermelho da regido (SILVEIRA,
2015). Esta categoria de solo tropical decorre em regides de relevo plano e pouco ondulado,

favorecendo a automatizagdo agricola e o cultivo de graos.



22

Figura 2. Mesorregido do Triangulo Mineiro, que compreende a cidade de Ituiutaba/MG, sendo este o
local de estudo deste trabalho.

Fonte: adaptado de (CASTANHO, SOUTO, 2013).

Ademais, dentre as caracteristicas fisicas e quimicas dos graos de feijdo, ressalta-se a
absorcdo de 4agua antes e apds o cozimento dos graos; os pigmentos, que sdo localizados na
capa externa da semente, denominada tegumento; a quantidade de fibras, minerais, proteinas e
vitaminas, principalmente as hidrossoliiveis, como a vitamina B6, a tiamina e o acido folico.
Ainda referente a composi¢do dos graos, o amido ¢ considerado o componente essencial,
compreendendo a faixa de 60 a 65 % da composi¢do total. Em relacdo a andlise sensorial,
consideram-se as possiveis reagdes quimicas que podem afetar o grao, por exemplo no que
tange a coloragdo do mesmo. Essas reacdes quimicas sdo enzimaticas ou ndo enzimaticas, sendo
estas ultimas caracterizadas pela reacdo de Maillard, resultante do aquecimento da combinagao
entre aminoacidos e carboidratos (EMBRAPA, 2021).

Além dos aspectos ja mencionados, realiza-se, neste momento, uma abordagem a
respeito das pragas do feijoeiro, uma vez que o estudo e o controle destas proporcionam,
também, melhores colheitas dos graos de feijao (CASTELLANOS et al., 2017). Primeiramente,
essas pragas sdo insetos que atacam o cultivo de acordo com o ciclo da planta, sendo este
vegetativo ou reprodutivo e, além disso, sao classificados em insetos de solo, das folhas e das
vagens. Destaca-se a cigarrinha-verde (Empoasca kraemeri), a mosca-branca (Bemisia tabaci
Bidtipo B) e as vaquinhas (Ceretoma arcuata), vista a relagao destas com o presente trabalho,
sendo a ocorréncia, em grande parte, nas regides quentes e secas, como as citadas. A cigarrinha-
verde ataca a folha a partir de a¢do toxicogénica, o que impede o desenvolvimento da planta. O

controle quimico desse inseto ocorre a partir dos inseticidas organofosforados, carbamatos ou
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neonicotinoides (COSTA et al., 2010). Em relagao as caracteristicas da mosca-branca, o adulto
deposita ovos na se¢do inferior da folha, além de sugar a seiva e, consequentemente, injetar
toxinas no processo, propiciando o prateamento das folhas. O controle ¢ indicado até o estagio
de florescimento, sendo que o quimico decorre por meio do tratamento das sementes com
neonicotinoides, fosforados, bem como com a pulverizagdo com neonicotinoides (SILVA et al.,
2006). Por fim, as vaquinhas sdo responsaveis pela destrui¢do das folhas e o manejo quimico
provém dos neonicotinoides, betaciflutrina, acefato, fenitrotion, dentre outros, pulverizados
(CASTELLANOS et al., 2017).

Nesse trabalho, aborda-se a aplicacdo do tiametoxam ao solo, uma vez que a
pulverizacao apresenta grandes indicios de contaminacdo a diferentes cultivos, para além da
cultura do feijdo em questdo. O método de pulverizagdo aérea apresenta ineficiéncia e altas
perdas, sendo o uso justificado por fundamentos econdomicos em oposi¢do a racionalidade
técnica (BUENO, 2015). Neste sentido, objetiva-se uma aplicagdo gradativa e que, a partir do
controle dos insetos-alvo, o tiametoxam seja totalmente degenerado na planta, sem deslocagao
para os graos. Portanto, neste trabalho, buscou-se desenvolver um método eficaz para a
determinagdo do teor de tiametoxam nos graos de feijao e avaliar a eficiéncia da aplicagdo do

tiametoxam no tratamento do feijoeiro e o risco de contaminagao do alimento.

1.4 Métodos de extracao e quantificacio de residuos de tiametoxam de graos de feijao

A preparagdo da amostra consiste na etapa entre a amostragem e a analise instrumental,
a fim de que esta pequena populagdo representativa do todo seja convertida do estado natural
para uma por¢do adequada a medida analitica. Nesse sentido, o preparo da amostra pode
envolver o isolamento do composto alvo da matriz da amostra; a concentracdo do analito
diluido, principalmente em amostras ambientais, dentro dos limites de quantificacdo da técnica;
a eliminacdo de espécies interferentes ao sinal do analito; e, em algumas situacdes, a conversao
do analito a outra forma quimica, de forma que seja viavel a analise quantitativa (COLLINS et
al., 2006).

Neste trabalho, buscou-se otimizar o método de extracdo sélido-liquido com parti¢do a
baixa temperatura (ESL-PBT), que apresenta vantagens tais como o baixo custo, a
acessibilidade e simplicidade, a baixa interferéncia do analista e a alta eficiéncia para matrizes
complexas. A ESL-PBT fundamenta-se em colocar a amostra solida em contato com pequenos
volumes de solvente extrator, sendo este miscivel em meio aquoso € menos denso que a agua,

\

que também deve ser adicionada a mistura, caso ndo esteja presente (CAMPOS, 2021).
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Portanto, a ESL-PBT pode ser diferenciada do método tradicional de extracdo solido-liquido
em relacdo ao uso de solventes imisciveis a 4gua, normalmente, solventes clorados toxicos e
em grandes volumes. Além disso, a ESL-PBT mudou a estratégia de como o analito se
particiona de um meio para outro, devido a mobilidade das moléculas em meio liquido. Na PBT,
as moléculas dos analitos, para ndo perderem a mobilidade, tendem a migrar para a fase
organica extratora durante a etapa de congelamento da fase aquosa na ESL-PBT, uma vez que
esta permanece liquida. Ademais, um solvente extrator efetivo deve apresentar temperatura de
fusao inferior a -20 °C e menor densidade que a agua (CAMPOS, 2021). A partir disso, a mistura
¢ agitada e mantida em freezer por um determinado periodo, objetivando-se o congelamento da
fase s6lida da amostra em meio a agua, na parte inferior, enquanto os analitos particionam para
o solvente extrator que permanecera liquido. Logo, o extrato sobrenadante ¢ separado e filtrado
antes da analise em um cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia (AMBROSIO, 2022).

Por fim, nota-se a necessidade de uma extensa superficie de contato entre a amostra e o
solvente extrator, para uma maior mobilidade do analito para a fase orgénica e, portanto, uma
extracdo mais eficiente. Isto pode ser propiciado pela reducao das particulas da amostra solida
e também pela agitacdo da mistura composta pela amostra, dgua e solvente extrator. Outra forma
de aumentar a taxa de transferéncia do analito de uma fase para outra ¢ a adi¢cdo de sais
totalmente soluveis na fase aquosa, resultando no chamado efeito salting out. O efeito salting
out refere-se a ruptura das forcas de solvatagdo da fase aquosa ante as moléculas do analito,
propiciando-se a diminui¢do da solubilidade da espécie organica na matriz aquosa (HYDE et
al., 2017). Isto ocorre porque o efeito do sal adicionado compete com o eletrolito existente na
solucdo, bem como do analito organico e da interacdo do mesmo com o solvente extrator
(BARROS, 2014).

Em relacdo a quantificacdo do analito no extrato, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) se destaca como a principal técnica analitica para andlise de residuos de
agrotoxicos (COLLINS et al., 2006). A principal vantagem da CLAE frente a outras técnicas
analiticas capazes de quantificar os residuos de agrotoxicos € a sua capacidade de realizar a
separacdo destes compostos de coextrativos da matriz, que ndo foram eliminados totalmente
durante o preparo da amostra. Além disso, a CLAE possibilita a determinacdo simultanea de
um numero significativo de residuos de agrotoxicos de baixa volatilidade, instaveis
termicamente, com caracteristicas desde altamente polares até totalmente hidrofobicos em
tempos relativamente curtos (NASIRI et al., 2020).

Desta forma, neste trabalho buscou-se desenvolver uma metodologia para determinacao

dos residuos de tiametoxam de grdos de feijdo empregando a extracdao solido-liquido com
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particdo a baixa temperatura (ESL-PBT) e a quantificagdo dos extratos por cromatografia

liquida de alta eficiéncia com detecc¢do por arranjo de diodos (CLAE-DAD).

1.5 Validaciao do método analitico intralaboratorial

A partir do desenvolvimento de uma metodologia para a preparacdo da amostra ¢ a
quantificagdo do analito por uma técnica instrumental apropriada, deve-se validar o método a
fim de analisa-lo quanto a conformidade com o objetivo pretendido. Nesse sentido, a validagao
deve (i) garantir a qualidade e compatibilidade dos resultados analiticos, com precisao aceitavel
e (i1) assegurar que falsos positivos ou falsos negativos sejam evitados (WHO, 2017).
Atualmente, considera-se o SANTE/11312/2021 como o guia de validagdo com referéncia na
validagdo de métodos para determinagdo de residuos de agrotdxicos em matrizes de alimentos
e racdes (SANTE, 2022). Esse documento, elaborado pela Comunidade Europeia, atenta-se
para a seguranca dos alimentos, apoiado no monitoramento dos niveis maximos de residuos e
da exposi¢do do consumidor (WHO, 2017). Em relacdo aos métodos cromatograficos, os
parametros analiticos, também denominados figuras de mérito, comumente estabelecidos e
analisados na validacdo, como também nesse trabalho, sdo: linearidade, faixa dinamica de
trabalho (faixa linear), limite de deteccao (LOD), limite de quantificacao (LOQ), sensibilidade,
efeito matriz, precisdo, exatidao e robustez (AMBROSIO et al., 2022).

1.5.1 Seletividade

Refere-se a capacidade do método em determinar o analito em meio a matriz de estudo,
ainda que esta contenha demais componentes com caracteristicas similares as da espécie de
interesse. A seletividade pode ser avaliada de forma qualitativa, a partir da comparacdo dos

cromatogramas da amostra isenta do analito e fortificada com um padrdo do analito.

1.5.2 Linearidade e faixa de trabalho

A linearidade se refere a capacidade do método em fornecer resultados, referentes ao
sinal analitico, diretamente proporcionais a concentragdo da espécie de interesse. Esta
dependéncia pode ser observada a partir da curva analitica, sendo representada por uma reta
com relacdo y = ax + b, em que y e x correspondem ao sinal analitico e & concentragdo do

analito, respectivamente. Os coeficientes, angular (a) e linear (b), sdo estabelecidos pela
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regressao linear em que, a partir dos dados experimentais, institui-se um modelo matematico
que explica o comportamento dos dados experimentais (ARAGAO et al., 2009). Este
comportamento segue uma tendéncia, sendo descrita pelo coeficiente de correlacao linear (1), o
qual, quanto mais proximo de 1,0, menor a dispersao entre os resultados experimentais e o
modelo definido pela regressao linear.

A faixa de trabalho corresponde a faixa de concentragdes em que o analito deve ser
encontrado na amostra e ¢ representada pelo intervalo de concentracdes da curva analitica
(SILVA; FARIA, 2020). A concentracao mais baixa desse intervalo deve ser, portanto, a menor
concentragdo capaz de ser quantificada, com exatiddo e precisdo, pelo método, ou seja, aquela

correspondente ao limite de quantificacdo do método.

1.5.3 Limite de quantificacdo

A menor concentragdo que o analito pode ser quantificado pelo método, com precisdo e
exatiddo aceitavel, ¢ definida como o limite de quantificagdo (LOQ, /imit of quantification). J&
o limite de detecc¢do, este condiz 2 menor concentracdo da espécie de interesse, cuja area do
pico pode ser detectada pelo equipamento. Observa-se que a concentracdo mais baixa a ser
detectada ndo necessariamente ¢ a menor a ser quantificada, vista a falta de precisdo e exatidao
aceitaveis. O LOQ pode ser determinado a partir da visualizagdo do menor sinal repetitivel do
analito no cromatograma e, portanto, a menor concentragdo, por meio da inje¢do consecutiva

de padrdes do analito, do mais concentrado ao mais diluido.

1.5.4 Efeito matriz

O efeito matriz se refere a interferéncia no sinal analitico do composto de interesse na
analise de substancias que constituem a matriz da amostra. Como efeito liquido pode-se
observar a diminuicdo ou aumento do sinal do analito. Visualmente, comparam-se as
inclinagdes da reta da curva analitica para o analito em solvente puro (método do padrao
externo) e da reta da curva analitica para o analito no extrato da matriz (método da calibragao
na matriz) (SANTE, 2022). Quantitativamente, o efeito matriz pode ser calculado a partir da

Equagdo 1.
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M (%) = Smdniz “Ssolente o 10 Equagio 1

Ssolente

Em que: smauiz € 0 coeficiente angular da equagdo da curva analitica na matriz e Ssoivente € 0 coeficiente

angular da equacdo da curva analitica preparada em solvente.
1.5.5 Precisdao e exatidio

A precisao de um método mede o grau de dispersdo dos resultados de ensaios
experimentais repetidos realizados sob condi¢des semelhantes e definidas, empregando-se o
método analitico sob avaliagdo. A precisao pode ser expressa a partir de duas dimensoes:
repetibilidade e precisdo intermedidria, também denominada reprodutibilidade
intralaboratorial. Para a determinagdo da repetibilidade, as analises devem ser feitas em ao
menos seis replicatas sob dois niveis de concentra¢do do analito, proximos ao LOQ, a fim de
se avaliar a concordancia entre os resultados obtidos pelo método. Além disso, as analises sdo
realizadas sob as mesmas condi¢gdes em um curto intervalo de tempo, empregando o mesmo
procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento, mesmo laboratério e mesmo lote de
reagentes. J4 na determinagdo da precisdo intermediaria ou reprodutibilidade intralaboratorial,
deve-se também realizar os ensaios em pelo menos seis replicatas sob dois niveis de
concentragdo proximos do LOQ, variando-se uma ou mais condi¢des experimentais dentro do
laboratorio: dia de execugdao do método, analistas, instrumentos, lotes de reagentes etc. (SANTE
2022).

Para expressar os resultados da precisdo de um método pode-se empregar o desvio
padrao absoluto(s) ou o desvio padrao relativo (RSD, relative standard deviation), conforme

Equagoes 2 e 3, respectivamente.

s = ’EO:—:;_()Z Equacdo 2

RSD(%) = z x 100 Equagdo 3
Um método analitico ¢ considerado preciso, em termos de repetibilidade e de
reprodutibilidade interlaboratorial quando o RSD ¢ menor que 20 % (SANTE, 2022).
A exatidao refere-se a comparacdo dos resultados obtidos pelo método sob avaliagdo

com um valor de referéncia, aceito como verdadeiro. O valor de referéncia pode ser baseado no

resultado obtido da analise de um material de referéncia certificado (MRC), empregando o
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método proposto; pelo resultado da andlise de uma amostra, empregando um método oficial ou
um método j& publicado na literatura para a mesma finalidade; ou a partir de ensaios de adig@o
e recuperacgao do analito das amostras, empregando o método proposto (SANTE, 2022). Devido
a inexisténcia de MRC para analise de residuos de agrotoxicos em alimentos ¢ de métodos
oficiais para andlise de residuos para a maioria dos agrotoxicos, normalmente se emprega os
ensaios de adicdo e recuperagdo para avaliacdo da exatiddo de um método analitico. Os ensaios
de adicdo e recuperagdo sao baseados na fortificacdo da amostra isenta do agrotéxico com
quantidades conhecidas do analito. Em seguida, submete-se a amostra fortificada ao método
proposto e determina-se a taxa de recuperagcdo do analito adicionado inicialmente. A taxa de

recuperagdo de um analito pode ser determinada pela Equacao 4.

[yt 06X lestm ido ~
0, _
R(%) = [ P p— x 100 Equacdo 4

Como critério de aceitagdo para um método analitico de boa exatidao € considerada uma
taxa de recuperacao que compreende a faixa de 70 a 120 % de extracdo do analito da amostra

(SANTE, 2022).

1.5.6 Robustez

A robustez ¢ a capacidade do método em mostrar quanto o sinal do analito varia
mediante pequenas variagdes, ndo controladas, nas condi¢des experimentais em que o método
sera empregado. Estas variacdes podem ser decorrentes da falta de condigdes de um laboratorio
para reproduzir de forma idéntica o método proposto, seja pela troca de lote ou de marca de um
reagente etc. Para avaliar a robustez de um método analitico, Youden e Steiner (1975)
propuseram um estudo baseado em um planejamento experimental a partir de poucos ensaios
verificando um grande nimero de variaveis que podem afetar a resposta do método. O teste de
Youden descreve um planejamento fatorial fracionario 2" que permite a avaliacio do efeito de
sete variaveis do método, associadas tanto a etapa de preparacao de amostra quando a etapa de

quantifica¢do do analito, realizando oito ensaios experimentais.
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2 OBJETIVOS

O objetivo central deste trabalho foi desenvolver, otimizar e validar uma metodologia
para a determinagdo de tiametoxam em graos de feijdo, empregando a extracao soélido-liquido
com particdo a baixa temperatura, ¢ analises dos extratos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detec¢do por arranjo de diodos.

Para alcancar o objetivo principal desta proposta, as seguintes etapas foram realizadas:

v Desenvolver um método de analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia para
quantificar os residuos de tiametoxam sem interferéncia de componentes da matriz da
amostra;

v Desenvolver e otimizar um método ESL-PBT para a extragdo dos residuos de
tiametoxam de graos de feijao;

v' Validar o método de determinagdo de tiametoxam de grdos de feijdo, de acordo com o
guia de validagdo de métodos analiticos proposto pela Comunidade Europeia

(documento SANTE/11312/2021).
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3 METODOLOGIA

3.1 Preparo de solucoes padriao de tiametoxam

O tiametoxam utilizado neste trabalho apresenta grau de pureza analitico com 99 % de
pureza minima, sendo obtido da empresa Sigma-Aldrich. A principio, foi preparada uma
solugdo estoque de tiametoxam com concentracdo de 1000 mg L', sendo pesada, em balanga
analitica de 0,0001 g, uma massa de 0,0100 g do padrdo. Esta foi dissolvida em 10 mL de
acetonitrila grau HPLC. A partir dessa solug¢do, a qual foi armazenada em freezer a -4 °C,
prepararam-se 10 mL de uma solugdo de trabalho com concentragdo 100 mg L. A partir da
diluicao desta solugdo de trabalho as demais solu¢des de tiametoxam foram preparadas aos

niveis requeridos em cada etapa do estudo desenvolvido.

3.2 Processamento das amostras de graos de feijao

Para o desenvolvimento, otimiza¢ao e validacdo do método foi utilizada uma amostra
de graos de feijdo isentas de agrotoxicos, produzida no Instituto Federal do Triangulo Mineiro,
campus Ituiutaba e fornecida pelo Prof. Dr. Julio César Devaulx. Os graos de feijao foram
processados, em um miniprocessador Mondial Premium MPO1, até a obtengdo de particulas
finamente divididas e totalmente homogéneas dos graos. Este processamento foi realizado
visando aumentar a superficie de contato da amostra com o solvente extrator durante a etapa da

preparacdo da amostra.

3.3 Analise dos extratos por CLAE-DAD

O método analitico presente neste trabalho foi desenvolvido em um cromatdgrafo a
liquido de alta eficiéncia da Waters®, com sistema quaterndrio de bombeamento €2695,
equipado com detector por arranjo de diodos modelo 2998 PDA. O tratamento e processamento
dos dados de analise foi realizado pelo software Empower3®, a partir das interacdes sucedidas
na fase estacionaria da coluna de aco inox de 150 mm X 4,6 mm d.i recheada com particulas de
3,5 um XSelect Cig HSS (marca Waters). Em relacdo a fase movel, esta foi composta por
H>0:MeOH (70:30; v:v), no modo de elui¢do isocratico, sendo a dgua ultrapurificada com
resistividade superior a 18,2 MQ cm em purificador Master System MS200 (Gehaka, Sao

Paulo, Brasil). Tanto a 4gua quanto o metanol, sendo este de grau cromatografico com 99,5 %
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de pureza, foram filtrados separadamente em sistema composto por funil de placa sinterizada;
membrana de nylon com porosidade 0,22 um e didmetro de 45 mm; kitassato 500 mL; bomba
de vacuo. Por conseguinte, a fase moével filtrada foi colocada em banho ultrassénico por 15
minutos, para remocao de demais contaminantes e gases presentes na superficie dos liquidos,
impedindo-se a formagdo de bolhas no sistema cromatogréafico.

A andlise foi realizada com deteccdo ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm,
comprimento de onda de maxima absor¢ao do tiametoxam, conforme visto em literatura, sendo

registrados o tempo de retencao do analito e o tempo total da analise.

3.4 Desenvolvimento e otimiza¢do do método ESL-PBT de tiametoxam de graos de feijao

O método selecionado nesse trabalho foi a extragdo solido-liquido com parti¢ao a baixa
temperatura, objetivando-se a maxima recuperacdo dos residuos de tiametoxam, dentro do
critério de aceitagdo do documento SANTE/11312/2021 (SANTE, 2021), sem interferéncia de
demais espécies ao sinal do analito.

Desse modo, a extragdo do tiametoxam dos graos de feijdo, a partir do método ESL-
PBT, envolveu a pesagem da massa (250; 5000 ou 1000 mg) da amostra previamente processada
de graos de feijdo em um tubo Falcon®, a qual estava fortificada com 500 pL da solucao de
tiametoxam a 100 mg L'!. Manteve-se o contato entre a amostra e 0 agrotoxico, a temperatura
ambiente, por 5 min e, ap6s isso, foi acrescentado um volume (2,0; 3,0 ou 4,0 mL) de 4gua
ultrapura ao tubo Falcon®. O contato entre a amostra e a agua foi também realizado a
temperatura ambiente por 2 min e, em seguida, adicionou-se uma massa (0,200 ou 0,400 g) de
KCl a agua. Posteriormente, foi adicionado o solvente extrator (metanol; acetona ou acetato de
etila), em volumes de 4,0; 6,0 ou 8,0 mL, aos graos de feijdo contaminados. Assim, sucedeu-se
a agitacdo do tubo em Vortex, por 1 min, seguida pela agitagdo em centrifuga, por 3 min, a
3000 rpm. O tubo contendo a mistura foi levado para congelamento em freezer, a -4 °C, durante
um periodo de tempo (2; 4 ou 6 h). Por fim, do extrato, com o auxilio de uma seringa, foi
retirada uma aliquota de 1 mL do sobrenadante, o qual corresponde a fase organica nao
congelada, em que se espera obter o tiametoxam. A por¢do foi, entdo, filtrada em filtro Millex®
(Millipore) e colocada em vial, para posterior andlise cromatografica.

Os experimentos foram realizados de forma independente, de acordo com a ordem
cronoldgica em que se sucederam: estudo do solvente extrator; da massa da amostra; dos
volumes de 4gua e solvente; da massa de sal adicionado; por fim, do tempo de congelamento,

seguindo um estudo univariado. As variaveis estudadas sdo sumarizadas na Tabela 4.
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Tabela 4. Variaveis estudadas para a otimiza¢do do método ESL-PBT empregado para a extragdo de
tiametoxam de grdos de feijdo.

Massa Volume agua Massa KCI (g) Solvente Volume solvente Tempo
amostra (mg) (mL) g extrator (mL) congelamento (h)
250 2 0,200 Metanol 4,0 2,0
500 3 0,400 Acetona 6,0 4,0
1000 4 i Acetato de 8.0 6.0

etila
Fonte: Propria autora.

3.5 Validagao dos parametros analiticos do método desenvolvido

Neste trabalho, o protocolo definido para a validagdo do método desenvolvido foi o guia
da Comunidade Europeia para Controle de Qualidade Analitica e Procedimentos de Validagdo
de Métodos para Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos e Ragdes, documento
SANTE/11312/2021 (SANTE, 2022). Os parametros analiticos validados foram: limite de
quantificagdo (LOQ), linearidade, faixa dinamica de trabalho (faixa linear), sensibilidade, efeito

matriz, precisao, exatidao e robustez.

3.5.1 Linearidade e faixa de trabalho

A linearidade foi obtida a partir do registro da area do pico do tiametoxam em fungao
das concentracdes dos padrdes do agrotéxico (0,01; 0,10; 0,25; 0,50; 1,0 mg L) analisadas por
CLAE-DAD nas condi¢des de analise otimizadas. A concentragao mais baixa da curva consistiu
no limite de quantificagdo do instrumento. A partir disso, pode-se confirmar a veracidade da
regressao linear por meio do coeficiente de regressao linear (r) maior que 0,99, e, portanto,
menor a dispersao entre os pontos experimentais, os quais seguem uma tendéncia. Em relagao

a faixa de trabalho, esta foi definida a partir da curva linear obtida no estudo da linearidade.

3.5.1.1 Limite de quantificagdo

O limite de quantificagdo foi determinado ap6s injetar duas vezes cada solucdo padrao
do tiametoxam, que apresentava as respectivas concentragdes: 1,0; 0,5; 0,25; 0,10; 0,05; 0,01;
0,005 mg L!. Esperou-se obter um sinal repetitivo entre ambas as inje¢des, com variagio da
area de pico inferior a 20 %, no que se diz respeito ao desvio padrao relativo. As solugdes foram

injetadas no sistema cromatografico da mais concentrada a mais diluida, até o desaparecimento
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do sinal do pico do agrotoxico no cromatograma. Logo, o LOQ refere-se a menor concentragao
em que o instrumento ¢ capaz de realizar o registro do sinal do analito, de forma repetitiva e
confiavel. Ademais, para ser considerado o limite de quantificagdo do instrumento, a solugdo
na concentragao do LOQ foi injetada 5 vezes e calculado o RSD das concentragdes. Avaliou-se
a capacidade das injecdes em serem quantificadas com precisdo e, logo, com RSD menor que

20 %.

3.5.1.2 Sensibilidade

A sensibilidade do método, para o tiametoxam, foi determinada diretamente na curva
analitica, a partir da inclinacdo da mesma. A inclinagdo de uma curva analitica ¢ estabelecida
pelo coeficiente angular da equagdo da reta, que relaciona o aumento do sinal em fun¢do do

aumento da concentragdo do analito.

3.5.2 Efeito matriz

No contexto da recuperacdo do tiametoxam da amostra, a interferéncia de espécies
presentes na composi¢cdo dos graos de feijao foi estudada a partir do efeito matriz. Logo,
compararam-se as curvas analiticas para os padrdes do agrotdxico, sendo uma preparada em
acetonitrila e a outra preparada no extrato da matriz dos graos de feijdo, sob as condi¢des
experimentais otimizadas. Este trata-se de um estudo qualitativo, na qual se determina a
existéncia de efeito matriz no método a partir da comparagdo das inclinagdes das curvas
analiticas preparadas em solvente e no extrato da matriz. Quantitativamente, o efeito matriz foi

calculado pela Equacao 1.

3.5.3 Avaliacdo da exatidado e precisdo do método

A precisdo e a exatiddo foram avaliadas em duas concentragdes diferentes, conforme
sugerido pelo documento SANTE/11312/2021 (SANTE, 2022) e, além disso, dentro da faixa
de 1-10x o limite de quantificagdo do método, empregando ensaios de adi¢do e recuperagao.
Neste trabalho, realizaram-se o estudo nas concentragdes de SXLOQ e 10xLOQ, em sextuplica
(6x) para cada nivel testado. As medidas de precisdo foram avaliadas em duas dimensodes: (i)
repetibilidade — seis extragdes, para cada nivel de fortificagdo da amostra de grao de feijao,

realizadas sob as mesmas condi¢des otimizadas e em um mesmo dia; e (ii) reprodutibilidade
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intralaboratorial (precisdo intermedidria) — seis extragdes da amostra de grao de feijdo, sendo
esta fortificada em dois niveis de concentracdo, realizadas em dias distintos por analistas
diferentes, empregando-se o método ESL-PBT otimizado. Em ambas as dimensdes da precisao,
o desvio padrao relativo foi medido para avaliar o grau de repetibilidade e de reprodutibilidade
intralaboratorial do método proposto. De acordo com o guia SANTE/11312/2021 (SANTE,
2022), o critério de aceita¢do para que um método analitico seja considerado preciso ¢ de RSD
<20 %.

Em relagdo a exatidao do método proposto para a determinagao de tiametoxam em graos
de feijdo, esta foi medida através das taxas de recuperagdo obtidas dos ensaios de adig¢do e
recuperagdo nos dois niveis de concentragdo, SXLOQ e 10xLOQ, submetidas ao método ESL-
PBT otimizado. O critério de aceitacdo para que um método analitico seja considerado exato,
de acordo com o documento SANTE/11312/2021 (SANTE, 2022), deve apresentar taxa de

recuperagdo do composto compreenda a faixa 70 a 120 %.

3.5.4 Teste de Youden para avaliac¢io da Robustez do método

A robustez do método, para a determinacdo dos residuos de tiametoxam em graos de
feijdo, foi avaliada empregando-se o teste de Youden (YOUDEN; STEINER, 1975). Este teste
permite determinar os fatores que possuem a maior influéncia sobre a resposta de um método
analitico e, desta forma, indicar um controle mais rigoroso destes fatores para evitar variacdes
na resposta, garantindo uma maior robustez do método analitico. Os fatores escolhidos devem
ser aqueles passiveis de sofrerem variagcOes durante uma andlise de rotina empregando o
método.

Para a determinacdo da robustez, pelo teste de Youden, foram realizadas 8 extragdes de
tiametoxam de amostras de graos de feijao fortificadas, avaliando-se 7 fatores simultaneamente
a partir de um planejamento fatorial fracionario 2’* (BARROS NETO et al., 2010). Os
experimentos realizados consistiram na fortificagdo dos graos de feijdo com concentragao de
10xLOQ para o tiametoxam, seguida da aplicacdo do método ESL-PBT otimizado e analise dos
extratos por CLAE-DAD nas condigdes otimizadas. Os fatores e os respectivos niveis
avaliados, para o estudo da robustez do método, sdo apresentados na Tabela 5. As letras em
maiusculo referem-se aos valores originais do método otimizado e as letras em minusculo se

referem aos valores deliberadamente variados no método otimizado.
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Tabela 5. Matriz do planejamento de experimentos para a avaliagdo da robustez do método analitico
proposto, empregando o teste de Youden.

T Experimentos Condicoes
atores
1 2 3 4 5 6 7 8 Otimizadas Alteradas
Volume de
solvente (mL) A A A A a a a a 4,0 4.5
Tempo de
congelamento B B b b B B b b 2,0 2.5
(h)
Massa de C ¢ C ¢ C ¢ C ¢ 500 525
amostra (mg)
Acetonitrila -y 4 g ¢ D D Exodo Tedia
(marca)
Vazao
(mL min™) E e E e e E € E 1,0 0,9
FM (% ACN) F f f F F f f F 10 12
Tem(lf,ecr;““m G ¢ ¢ G g G G g 30 3

Fonte: Propria autora.

A avaliagdo da robustez do método foi realizada a partir do calculo dos efeitos para cada
fator variado nas condi¢des experimentais. O método proposto € considerado robusto quando a
resposta das variagdes deliberadas, para cada fator estudado, ¢ inferior a 20 % da porcentagem
de recuperacgdo da variagdo nominal. Os efeitos encontrados para cada fator foram referentes as
porcentagens de recuperacao, obtidos de acordo com os experimentos realizados pelo teste de

Youden da Tabela 5, calculados através da Equagao 5.

Eeito (A—a)= Ry,—R, Equagio 5
Em que: R, é a resposta média para os experimentos realizados sob condigdes otimizadas e R, é a

resposta medida para os experimentos realizados sob condi¢des alteradas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacao do método de extracao ESL-PBT

A escolha de um método para a preparacdo da amostra tem exigido cada vez mais
procedimentos que sejam rapidos, menos laboriosos (nimero minimo de etapas), que
consumam pouco ou nenhum reagente quimico e baixos volumes de solventes organicos e, que
tenham pouca intervengdo do analista. A ESL-PBT se enquadra nestes parametros,
principalmente em comparagdo a métodos recomendados para extragdo de residuos de
agrotoxicos em alimentos, como o0 método QUEChERS. O método QUEChERS, que apresenta
consideraveis aplicacdes na literatura, ¢ caracterizado por variadas etapas como as de agitagcdo
e de centrifugacdo e o uso de diversos insumos quimicos. Logo, evidencia-se o maior
envolvimento do analista no processo, podendo levar a maior propagacao de erros na sua
execucao (KIM et al., 2019). Além das vantagens da ESL-PBT, esta apresenta resultados
consideraveis na extracdo de agrotoxicos em matrizes solidas. No entanto, para cada matriz a
ser estudada o método ESL-PBT deve ser ajustado em suas condi¢des de execucao para resultar
em processo eficiente de extragdo do analito, livre de potenciais interferentes presentes na
matriz da amostra. Desta forma, a ESL-PBT de residuos de agrotoxicos de amostras de graos

de fejao foi otimizada para extragdo eficiente do inseticida.

4.1.1 Escolha do solvente extrator

Para a otimizacdo do método de extracdo ESL-PBT, inicialmente foram avaliados os
solventes mais frequentemente empregados para a extracdo de residuos de agrotdxicos e outros
compostos em matrizes alimenticias ou ndo (KIM et al., 2019; PRESTES ef al., 2009). Nesse
sentido, os solventes estudados nesse trabalho foram o acetato de etila, a acetona e o metanol,
tracando-se uma comparacao quanto as porcentagens de recuperagao do tiametoxam, apos a
fortificacdo da amostra com solu¢do padrdo do inseticida. Foram fixadas a massa da amostra
em 1000 mg, os volumes de dgua e de solvente em 2,0 e 4,0 mL, respectivamente, e o tempo
de congelamento em 4 h. No entanto, s6 foi possivel recuperar uma fracdo muito baixa de
tiametoxam, menos de 10 %, quando empregado o acetato de etila sob essas condicdes, Figura
3. Com o uso do metanol e da acetona nao foi possivel identificar o pico do tiametoxam nos
cromatogramas. Utilizando-se a acetona, evidenciou-se que o solvente absorve no mesmo

comprimento de onda em estudo, visto o pico pronunciado, o que pode ter mascarado o pico do
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tiametoxam. Em relagdo ao metanol, ndo houve congelamento nos tempos de 4 e 6 horas,
inviabilizando o uso do solvente mediante a caracteristica desejavel para o método: menor
tempo de extracdo e de analise. Desta forma, foi fixado o acetato de etila para os estudos
posteriores, na expectativa de ajustar as demais condigdes e favorecer a extracdo mais efetiva
do inseticida. De acordo com Lopez-Ruiz e colaboradores (2022), o acetato de etila possui
caracteristicas compativeis com diferentes classes de compostos e, por isso, apresenta eficiéncia
na extragao simultanea de agrotoxicos de diferentes caracteristicas quimicas presentes em

diferentes tipos de amostras (LOPEZ-RUIZ et al., 2022).

Figura 3. Area do pico cromatogrdfico do tiametoxam obtida apés extragdo de amostras de grdos de
feijao, empregando diferentes solventes extratores na ESL-PBT (n=3).
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Uma possivel explicagdo para a baixa extragdo do tiametoxam e apenas por um dos
solventes empregados ¢ a quantidade de massa de amostra empregada em relacao aos volumes
inicial de agua e solventes extratores. Devido a dificuldade de separacdo de fases observada
experimentalmente, os volumes empregados podem ter sido insuficientes para garantir a
separacao de fases e o particionamento do tiametoxam das amostras. Assim, como era desejavel
trabalhar com baixos volumes de solventes, buscou-se avaliar o tamanho da amostra a ser

empregada no processo ESL-PBT.

4.1.2 Escolha da massa de amostra

A massa de graos de feijdo ¢ uma variavel de fundamental importancia no método de

extracdo ESL-PBT, pois dimensiona todo o procedimento para a extragdo eficiente do
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tiametoxam, quanto ao volume de 4gua a ser adicionado, o volume de solvente extrator e o
tempo necessario para o contato entre esses solventes e a amostra. As massas de amostra
estudadas foram 250, 500 e 1000 mg, empregando o acetato de etila como solvente extrator e
as demais condigdes previamente informadas. As massas de 500 e 1000 mg foram as tinicas que
possibilitaram a recuperacao do tiametoxam inicialmente adicionado as amostras. Sendo que a
massa de 500 mg possibilitou a recuperagdo de 76,0 + 4,0 % de tiametoxam das amostras,
empregando o acetato de etila como extrator (Figura 4). A massa de 1000 mg de graos de feijao
resultou em valor inferior a 10 % de extragdo do tiametoxam. Para a condi¢ao de 250 mg de
amostra, ndo se observou o pico do tiametoxam nos cromatogramas dos extratos e, assim, nao
foi possivel registrar a extracdo do tiametoxam. Esses resultados indicam que a massa da
amostra apresenta uma influéncia significativa no processo operacional da extragdo so6lido-
liquido com particdo a baixa temperatura. Amostras solidas muito grandes requerem volumes
maiores de solventes para a separacdo de fases durante a etapa de congelamento, enquanto
amostras solidas pequenas apresentam dificuldade de se decantar e assim congelar juntamente
a fase aquosa durante a etapa de congelamento. Logo, a massa de 500 mg de amostra foi

definida como a quantidade a ser empregada no método ESL-PBT.

Figura 4. Porcentagens de recuperagdo de tiametoxam de grdos de feijdo, empregando diferentes
massas de amostras na ESL-PBT (n=3).

100 ~
80 + I
S
‘% 60
[+
2
5 40-
&
20
0 T T T
250 500 1000
Massa de amostra (mg)

4.1.3 Volumes de dgua e de solvente extrator

Os volumes de dgua e de solvente extrator para a melhor extragdo de tiametoxam de

graos de feijao pelo método ESL-PBT foram avaliados fixando-se a propor¢ao dgua:extrator de
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1:2 (v/v). Deste modo, as propor¢des dgua:acetato de etila estudadas foram 2,0:4,0; 3,0:6,0 e
4,0:8,0 mL, empregando uma massa de amostra de 500 mg. As recuperagdes obtidas para o
tiametoxam em fungdo dos volumes de adgua e acetato de etila, empregando o método ESL-

PBT, estdo apresentadas na Figura 5.

Figura 5. Porcentagens de recuperagdo de tiametoxam de grdos de feijdo, empregando diferentes
volumes de dagua e acetato de etila na ESL-PBT, com 500 mg de amostra em 4 horas de congelamento

(n=3).
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Como pode ser observado na Figura 5, a propor¢ao agua:solvente 3,0:6,0 mL apresentou
porcentagem de extragdo de 77 + 3 %, estatisticamente igual a recuperagdo de 76 + 4 %
referente a propor¢ao de 2,0:4,0 mL. Assim, optou-se pela proporc¢ao de 2,0 mL de dgua para
4,0 mL de acetato de etila, visto que o menor volume de solvente organico condiz com as

caracteristicas desejaveis para a ESL-PBT que visa métodos mais limpos e que gerem menor

volume de residuos.
4.1.4 Efeito da adicdo de eletrélito

O tiametoxam apresenta coeficiente de particdo octanol-dgua (log Kow) baixo,
equivalente a 0,74, nesse sentido, o composto possui maior afinidade pela dgua, dificultando-
se a particdo para a fase orgadnica. Assim, estudou-se o aumento da eficiéncia da extracao a
partir da adi¢do de sal a amostra para promover o efeito salting out. Neste processo, os ions
resultantes da dissociacdo do sal atraem as moléculas de dgua que solvatam o analito na

amostra, disponibilizando a molécula do analito para ser particionada para o solvente extrator
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(PRESTES et al, 2009). Portanto, a solvatacdo das moléculas do agrotoxico diminui,
propiciando-se a movimentacdo do tiametoxam para a fase extratora de acetato de etila
(AGUIAR JUNIOR et al., 2018). Para tal efeito, foi avaliada a adi¢do de 0,2 g (20 %, m/v) e
de 0,4 g (40 %, m/v) de KCI nos 2 mL de 4gua. As recuperagdes obtidas para o tiametoxam, de

acordo com as concentragdes de KCl adicionadas, estdo apresentadas na Figura 6.

Figura 6. Porcentagens de recuperagdo de tiametoxam de grdos de feijdo, apos adi¢do de KCl a agua
no metodo ESL-PBT, empregando 500 mg de amostra, 2:4 (v/v) agua:solvente extrator, em 4 horas de
congelamento (n=3).

120~

1004 I :

Recuperagao (%)
3 8

o
[e)
1

[\
(=]
1

2

2
Massa de KClI (g)

De acordo com os resultados da Figura 6, a adi¢do de KCl a 40 % (m/v) proporcionou
uma recuperacao de 106 = 1 % do tiametoxam das amostras de graos de feijdo, enquanto a
adicao de sal a 20 % (m/v) promoveu uma recuperagdao de 101 £+ 3 %. Assim, optou-se pela
adi¢do de 0,4 g de KCl a agua no processo de ESL-PBT de tiametoxam de amostras de grao de
feijio. E importante mencionar que este efeito é observado em outras aplicacdes em que o
método ESL-PBT foi empregado para extracdo de residuos de agrotdxicos de amostras
alimenticias e as taxas de recuperagdo foram aumentadas com a adi¢ao de sal (DUFOUR et al.,

2020; RODRIGUES et al., 2021).
4.1.5 Tempo de congelamento
A adi¢do de sal no processo de extragdo provoca a variagdo das posi¢des de equilibrio

solido-liquido que podem afetar a particdo a baixa temperatura na extracdo solido-liquido

(ATKINS, 2011). Assim, foi avaliado o tempo de congelamento da amostra apos a adicao do
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sal. As recuperagdes obtidas para o tiametoxam, de acordo com o tempo de congelamento, estao

apresentadas na Figura 7.

Figura 7. Porcentagens de recuperagdo de tiametoxam de grdos de feijdo pelo método ESL-PBT em
fungdo do tempo de congelamento, empregando 500 mg de amostra, 2:4 (v/v) agua:solvente extrator e
0,2 g de KCI (n=3).
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A maior porcentagem de recuperacdo do tiametoxam remete-se ao tempo de
congelamento de 4 horas, resultando em 106 = 1 % conforme apresentado na Figura 7. Contudo,
para o tempo de 2 horas, apesar de menor taxa de extra¢do se comparado a 4 horas, o método
mostrou-se eficiente, como ja esperado a partir da adicao do sal, com percentual de 98 + 2 %.
O maior tempo de congelamento resulta em um maior tempo de contato do analito particionado
para o solvente orginico com a fase aquosa congelada, o que minimizou a porcentagem de
recuperagdo do tiametoxam. Provavelmente, parte do analito foi adsorvido na camada sélida
congelada em contato com solvente extrator, reduzindo o teor de tiametoxam no extrato. Como
uma das caracteristicas desejaveis do método ESL-PBT ¢ o tempo de execug¢do reduzido, foi
definido o tempo de 2 h, como a condi¢ao otimizada para a parti¢do a baixa temperatura.

Apos todas as condi¢des otimizadas para a ESL-PBT de tiametoxam de graos de feijao,

o procedimento otimizado do método na forma de fluxograma ¢ apresentado na Figura 8.
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Figura 8. Fluxograma geral do método ESL-PBT otimizado para a extra¢do dos residuos de
tiametoxam de grdos de feijdo.
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Para uma melhor visualiza¢dao da simplicidade do processo de extracdo desenvolvido,
um esquema experimental ¢ apresentado na Figura 9. Nesta ilustra¢do ¢ possivel observar que
a atuacdo da analista ¢ reduzida e o nimero de etapas simplificado, quando comparado com
outros métodos que vém sendo aplicados nos Ultimos 10 anos para extragdo de residuos de

agrotoxicos de alimentos (ZHANG et al., 2012).

Figura 9. llustragdo do procedimento experimental otimizado da ESL-PBT de residuos de tiametoxam

de graos de feijdo.
0,500 g 2 mL aqua . 3000 2 horas 1mL ) B
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Fonte: Propria autora.
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4.2 Validacao do método de extracio ESL-PBT

A validacdo de um método analitico ocorre a partir de avaliacdes de parametros,
conhecidos como figuras de méritos, realizadas em laboratorio. A partir disso, indica-se que o
método atende as normas estabelecidas por agéncias reguladoras e 6rgaos de fiscalizacao
nacionais e/ou internacionais. Nesse trabalho, foi empregado o guia de validagdo elaborado pela
Comunidade Europeia, o documento SANTE/11312/2021 (SANTE, 2022), avaliando-se os
parametros analiticos: seletividade, LOQ, linearidade e faixa de trabalho, precisao, exatidao e

robustez.

4.2.1 Seletividade

A seletividade do método para a determinagdo de tiametoxam em graos de feijao foi
avaliada pela sobreposi¢do dos cromatogramas, conforme mostra a Figura 10, obtidos na analise
do extrato fortificado com padrdo de tiametoxam e da amostra isenta do agrotoxico (branco)

sob condi¢des otimizadas da ESL-PBT.

Figura 10. Cromatogramas sobrepostos dos extratos das amostras de grdos de feijdo fortificado com
tiametoxam e sem fortificagdo (branco). Condicoes de andlise: FM H>0:MeOH (70:30, v/v), vazdo 1,0
mL min”; deteccdo 254 nm.
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A partir da Figura 10, observa-se que o tiametoxam ¢ eluido como um pico isolado no

cromatograma, sem a interferéncia de componentes da matriz dos graos de feijdo. Nesse
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sentido, como descrito pelo guia SANTE/11312/2021, a seletividade do método ¢ efetiva
quando a resposta do analito ndo ¢ afetada pelo sinal de coextrativos da matriz da amostra ou
quando o efeito de coextrativos mediante o sinal do analito ¢ inferior a 30 % da area total do

pico do analito (SANTE, 2022). Assim, considera-se o método seletivo para a determinagdo de

tiametoxam em amostras de feijdo.
4.2.2 Curva analitica: linearidade e faixa de trabalho

Para avaliar a linearidade do método otimizado foi construida uma curva analitica com
cinco concentragoes distintas, sendo a menor concentragdo definida pelo limite de quantificagao
do método. A Figura 11 apresenta a curva analitica obtida para o tiametoxam, a partir do método

do padrao externo, empregando a acetonitrila como solvente.

Figura 11. Curva analitica obtida pelo método do padrdo externo para o tiametoxam em acetonitrila.
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A faixa de concentragdes do tiametoxam estabelecida como faixa de trabalho do método
foi de 0,010 mg L' a 1,00 mg L!. Nota-se que esta faixa de concentragdes apresenta relacio
linear com o sinal analitico para o tiametoxam, Figura 11, resultando em coeficientes de
regressdo linear (r) e de determinagiio (R?), obtidos pelo método dos minimos quadrados, de
0,99937 e 0,99873, respectivamente. Estes valores sao superiores a 0,99, que ¢ o critério de
aceitagdo apresentado no documento SANTE/11312/2021 para a linearidade do método. Dessa

maneira, o modelo linear obtido para o tiametoxam, na amostra de grao de feijao, encontra-se
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devidamente ajustado e pode ser empregado para a determinacdo da concentragdo de

tiametoxam, dentro da faixa de trabalho, a partir das medidas cromatograficas.

4.2.2.1 Limite de quantificagdo

O limite de quantificacdo do instrumento foi avaliado apds a inje¢do consecutiva dos
padrdes do tiametoxam, preparados em solvente, em concentragdes decrescentes do inseticida.
As injecdes ocorreram da solugdo mais concentrada a mais diluida, até o menor sinal antes do
desaparecimento do pico do agrotéxico no cromatograma. Na Figura 12 ¢ apresentado o
cromatograma referente a menor concentragdo de tiametoxam capaz de ser registrada como

pico no cromatograma.

Figura 12. Cromatograma da solugdo de tiametoxam a 0,010 mg L. Condicées de andlise: FM
H>O:MeOH (70:30, v/v), vazdo 1,0 mL min; deteccdo 254 nm.
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E possivel observar na Figura 12 que o limite de quantificacdo do tiametoxam foi
medido e definido como 0,010 mg L!, sendo a menor concentragio registrada como pico no
estudo da linearidade do método. Além disso, a partir das cinco injegdes da concentragao de
0,01 mg L' de tiametoxam, observou-se uma variag¢io da 4rea do pico equivalente a 10 % e,
portanto, menor que os 20 % recomendados pelo Documento SANTE/11312/2021 (SANTE,
2022). Considerando a massa de amostra utilizada e o volume de solvente do extrato, essa
concentragio corresponde a 0,08 mg kg'! de tiametoxam na amostra de feijdo. Esse valor é
inferior aos 0,30 mg kg™ definidos como o limite méximo de residuos de tiametoxam no feijdo

de acordo com a Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO, 2019).
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4.2.2.2 Sensibilidade

A sensibilidade do método equivale a inclinagdo da curva analitica preparada no
solvente, apresentada na Figura 11 e, portanto, a 33673,3 L mg™'. Logo, apesar da inexisténcia
de um método oficial para a comparacdo e, assim, a conclusdo relativa a sensibilidade do
método em questdo, pode-se evidenciar uma discriminag¢do adequada da resposta do analito

frente a pequenas mudancas na concentragao do tiametoxam.

4.2.2.3 Efeito matriz

Devido a complexidade da matriz de graos de feijdo, um possivel efeito matriz no
método analitico desenvolvido foi avaliado a partir da comparagdo das curvas analiticas
preparadas com padrdes de tiametoxam preparados em acetonitrila e preparados no extrato da
matriz da amostra (calibragcdo na matriz). As curvas analiticas foram plotadas e comparadas
quanto as inclinagdes, como preconizado pelo documento SANTE/11312/2021 (SANTE,
2022). Nesta analise qualitativa, a nao sobreposi¢do das duas retas indica a ocorréncia de efeito
matriz no método, ou seja, a influéncia de componentes da matriz na resposta do analito. A
Figura 13 apresenta as curvas analiticas preparadas em solvente e na matriz para avaliacao do

efeito matriz.

Figura 13. Curvas analiticas para o tiametoxam obtidas pelos métodos do padrdo externo e da
calibracdo na matriz.
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Os parametros analiticos das curvas de calibragdo preparadas em solvente e no extrato

da matriz sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Parametros analiticos das curvas analiticas obtidas pelos métodos do padrdo externo e da
calibragdo na matriz para quantificagcdo de tiametoxam em amostras de grdaos de feijdo.

Curvas analiticas

Parametros analiticos

em solvente no extrato
Coef. regressao (1) 0,99937 0,99858
Coef. determinacio (R?) 0,99873 0,99716
Equacdo da reta A=5,6+33673,3xCtmx A =-428,7+29761,0xCrmx
Faixa de trabalho (mg L) 0,010 a 1,000 0,010 a 1,000

Através da comparagdo das inclinagdes das curvas analiticas, nota-se a auséncia de
sobreposi¢do das retas, portanto, a presencga de um efeito matriz no método. Quantitativamente,
a porcentagem do efeito matriz (%EM) do método pode ser calculado a partir da Equacao 1,
que considera os valores das inclinagdes (coeficiente angular) das duas curvas. A %EM obtida
para o método foi de -11,6 %, confirmando uma pequena influéncia de componentes da matriz
na quantificagdo do tiametoxam. De acordo com Economou et al. (2009), o efeito matriz pode
ser considerado negligenciavel quando inferior a 20 % (ECONOMOU et al., 2009). O sinal dos
efeitos, positivo ou negativo, denota ao aumento ou a diminuicdo do sinal da espécie de
interesse e sao causados por interferentes advindos da amostra que perturbam o sinal do analito.
Logo, apesar do preparo do extrato em acetato de etila, ndo se observa a coelui¢do de
substancias no tempo de retenc¢do do tiametoxam. Por fim, o resultado obtido pode confirmar a
seletividade e a eficiéncia do método, principalmente durante o preparo da amostra, em relacdo
ao isolamento do analito dos interferentes da matriz, mesmo considerando uma matriz
complexa como os graos de feijdo e auséncia de etapa de limpeza durante o processo de

preparacdo de amostra.

4.2.3 Precisao do método

Na validagao intralaboratorial, a precisao de um método pode ser estabelecida em dois
niveis distintos: repetibilidade e reprodutibilidade intralaboratorial (SANTE, 2022). Nesse
trabalho, avaliou-se a precisdo do método de determina¢do do tiametoxam nas amostras de

graos de feijdo em seus dois niveis medidos dentro do laboratorio.
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4.2.3.1 Repetibilidade

A repetibilidade do método desenvolvido e otimizado foi avaliada pela analise da
amostra fortificada com os padrdes do tiametoxam nas concentragdoes SXLOQ e 10xLOQ, em
seis replicatas cada, como recomendado pelo documento SANTE/11312/2021 (SANTE, 2022).
Para isso, todas as condicdes de realizagdo do método foram mantidas constantes e inalteradas
e, portanto, com o mesmo analista, dia, local, instrumento nas condi¢des otimizadas da ESL-
PBT. Portanto, a repetibilidade do método foi avaliada de acordo com o Documento
SANTE/11312/2021, sendo o desvio padrao relativo das medidas realizadas em sextuplicatas

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Resultados da precisdo, no nivel de repetibilidade, do método ESL-PBT para determinagdo
de residuos de tiametoxam de amostras de grdos de feijdo (n = 6).

Criametoxam (mg L') Replicatas  Recuperagio (%) RSD (%)

1 97,2
2 97,0
0,050 3 99.8 13
(5xLOQ) 4 99,9 ’
5 98,6
6 99,3
1 89,8
2 91,5
0,100 3 90,6 14
(10xLOQ) 4 93,3 ’
5 90,5
6 90,0

De acordo com os dados dispostos na Tabela 7, os valores de RSD para as repeti¢des da
extracdo de tiametoxam de graos de feijdo empregando o método ESL-PBT otimizado sob as
mesmas condi¢des equivalem a 1,3 e 1,4 % para os niveis 5XLOQ e 10xLOQ, respectivamente.
Portanto, o0 método em questdo apresenta boa repetibilidade, uma vez que o RSD é menor que
20 %, conforme os critérios de aceitagdo preconizados pelo documento SANTE/11312/2021

(SANTE, 2022).
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4.2.3.2 Reprodutibilidade intralaboratorial

A reprodutibilidade intralaboratorial do método para determinagdo de tiametoxam em
graos de feijao foi avaliada de acordo com o documento SANTE/11312/2021. As amostras dos
graos de feijdo foram fortificadas em dois niveis de concentra¢do do agrotoxico, SXLOQ e
10xLOQ, em sextuplicata cada, com as extragdes realizadas de forma idéntica, porém,
realizadas em dois dias diferentes e executadas por dois analistas distintos, totalizando-se 12
repeti¢cdes para cada nivel de concentragao do tiametoxam. A reprodutibilidade intralaboratorial
foi expressa pelo desvio padrdo relativo destas 12 medidas e os resultados sdo expostos na

Tabela 8.

Tabela 8. Resultados da precisao, no nivel de reprodutibilidade intralaboratorial, do método ESL-PBT
para determinagdo de residuos de tiametoxam de amostras de grdos de feijao (n = 12).

Recuperacao (%)

CTiametoxam

(mg L) Réplicas 1° .dia 20 .dia RSD (%)
Analista A Analista B
1 97,2 96,2
2 97,0 100,1
0,050 3 99,8 101,9 26
(5xLOQ) 4 99,9 96,1 ’
5 98,6 99,3
6 99,3 105.4
1 89,8 76,8
2 91,5 78,8
0,100 3 90,6 81,5 74
(10xLOQ) 4 93,3 75,4 ’
5 90,5 75,3
6 90,0 76,1

De acordo com os resultados da Tabela 8, a precisdo intermedidria do método de
determinagdo de tiametoxam em graos de feijdo pode ser considerada adequada, visto que os
valores de RSD para as duas concentragdes avaliadas foram de 2,6 e 7,4 %, respectivamente e,
assim, abaixo dos 20 %, de acordo com o documento SANTE/11312/2021. Logo, mesmo
variando os dias e os analistas, 0 método de determinagdo de tiametoxam dos graos de feijao se
apresentou preciso. Apesar da complexidade da matriz e da inexisténcia de um método oficial

para a comparagao, o método ESL-PBT pode ser considerado de boa precisao.
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4.2.4 Exatidao do método

A exatidao do método para determinacao de tiametoxam em graos de feijao foi
estabelecida apos a extracao em seis replicatas do tiametoxam das amostras fortificadas em dois
niveis distintos, 5XLOQ e 10xLOQ. Além disso, as andlises foram realizadas em dois dias
distintos e por dois analistas diferentes. As taxas de recuperagdo obtidas para o agrotoxico na
matriz foram calculadas a partir da Equagao 4 e, desse modo, a exatidao do método foi expressa
em valores percentuais de recuperacao do tiametoxam. Os ensaios de adi¢cdo e recuperagdo
empregados para a avaliagdo da exatidao do método € o mais empregado para a validacao de
metodologias analiticas de determinag@o de multirresiduos de agrotdxicos, principalmente pela
inexisténcia ou alto custo de materiais de referéncia certificados (MRC) das amostras ou de
métodos analiticas oficiais padrdo. As taxas de recuperacao obtidas para o tiametoxam das

amostras de graos de feijao sdo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9. Taxas de recuperagdo do tiametoxam nas amostras de grdos de feijao pelo método ESL-PBT.

Coriametoxam Analista A — dia 1 Analista B — dia 2
(mg L) Crmx (mg L) % ) Crmx (mg L) % )
recuperada Recuperacao recuperada Recuperacio

0,049 97,2 0,048 96,2
0,049 97,0 0,050 100,1
0,050 0,050 99,8 0,051 101,9
(5xLOQ) 0,050 99,9 0,048 96,1
0,049 98,6 0,050 99,3
0,050 99,3 0,053 105.,4
0,090 89,8 0,077 76,8
0,092 91,5 0,079 78,8
0,100 0,091 90,6 0,082 81,5
(10xLOQ) 0,093 93,3 0,075 75,4
0,091 90,5 0,075 75,3
0,090 90,0 0,076 76,1

Através dos dados apresentados na Tabela 9, pode ser observado que as porcentagens
de recuperagao do tiametoxam em graos de feijdo, utilizando-se o método ESL-PBT otimizado,
ficaram na faixa de 75,3 a 105,4 %. Portanto, os valores situam-se dentro dos critérios de
aceitagdo do documento SANTE/11312/2021, que estabelece uma faixa de 70 a 120 % como
aceitavel para as taxas de recuperagao de residuos de agrotdxicos em amostras de alimentos e

racdes. Assim, o método proposto pode ser considerado de boa exatidao.
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4.2.5 Estudo da robustez via teste de Youden

Nesse trabalho, para se avaliar a robustez do método desenvolvido, foi aplicado o teste
de Youden (YOUDEN; STEINER, 1975). Logo, foram estudados sete fatores em dois niveis
cada: massa de amostra, solvente (fornecedor), volume de solvente, tempo de congelamento,
porcentagem de acetonitrila na fase movel, vazao da fase movel e temperatura da coluna. Tais
fatores estdo suscetiveis a variagdes durante analises de rotina envolvendo o método proposto.
Os dois niveis de variacao testados foram a condig@o original otimizada para cada fator e uma
pequena alteracdo desse valor de forma deliberada. Logo, avalia-se a robustez do método
analitico em questdo, a partir dos efeitos da variagdo sobre a porcentagem de recuperacdo do
tiametoxam. Os resultados obtidos, referentes aos efeitos para cada um dos sete fatores

avaliados, estdo apresentados na Figura 14.

Figura 14. Efeito dos sete fatores avaliados, em dois niveis distintos, no estudo de robustez do método,
empregando a ESL-PBT para extragdo de tiametoxam em grdos de feijdo.

Massa amostra (mg) -3,23 |:
Solvente (fornecedor) :| 7.2
Volume solvente (mL) 35 [
Tempo congelamento (h) -1.29 [
% ACN na FM 367 [
Vazao FM (mL/min) ] 07
Temperatura coluna (°C) | 038 ‘
—3IO ' —2IO ' —1I0 ' 0 ' IIO ' 2I0 ' 3I0

Efeito (% Recuperacao)

A partir do grafico da Figura 14, nota-se que, para cada fator analisado, as variagdes
provocadas no método de forma deliberada ndo apresentaram efeitos tdo significativos, capazes
de afetar a resposta analitica. Para que o método seja considerado robusto, o mesmo deve
apresentar uma variagdo da taxa de recuperagdo inferior a 20 % (SANTE, 2022). Todos os
fatores avaliados apresentaram uma porcentagem de efeito na resposta inferior a 7,2 %,
indicando que o método desenvolvido pode ser considerado robusto e, dessa forma, a resposta
do analito resiste as mudangas nestes fatores. O fator que causou maiores efeitos na taxa de

recuperacdo foi a troca da marca da acetonitrila na fase movel. Para esse fator, o efeito foi de
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um aumento de 7,2 % na taxa de recuperacao do tiametoxam das amostras de graos de feijdo.
O fator de menor efeito no método, dentre aqueles que tiveram pequenas mudangas da condigao
otimizada, foi a temperatura da coluna que resultou em um aumento de +0,38 % na taxa de

recuperagao.
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5 CONCLUSOES

Em vista dos resultados obtidos e apresentados neste trabalho, pode-se concluir que a
extracdao do tiametoxam de graos de feijao, empregando-se o método ESL-PBT, foi alcangada
com consideravel eficiéncia na recuperagdo, de forma rapida e com detectabilidade adequada.
A otimizagdo do método compreendeu os estudos da massa de amostra, solvente extrator e
volume empregado, sal de particdo e tempo de congelamento. Estes fatores foram reduzidos
para se ajustarem as caracteristicas da extracao solido-liquido com parti¢ao a baixa temperatura
e a disponibilidade da amostra. Nesse sentido, o solvente extrator empregado apresentou
miscibilidade a 4gua, o que ndo se observa com aqueles empregados na extra¢ao solido-liquido
tradicional, além de se manter em fase liquida durante o congelamento.

Durante a validagao, foi evidenciada a boa precisao do método, a partir dos estudos da
repetibilidade e da reprodutibilidade intralaboratorial nos dois niveis de concentragao avaliados
préximos do limite de quantificacdo do método. Ademais, o método mostrou-se robusto, frente
as pequenas variacdes deliberadas que sdo sujeitas a ocorrerem na rotina do laboratorio, como
também se apresentou seletivo ao sinal do analito e sensivel a diferentes concentragdes da
espécie de interesse. O limite de quantificagio foi de 0,08 mg kg™! de tiametoxam em grios de
feijdo, que ¢ inferior ao limite maximo de residuos para este inseticida na leguminosa, 0,3 mg
kg™, o que propiciaré a aplicagio do método na determinagio de tiametoxam em amostras de
graos de feijdo. A partir do desenvolvimento e validagdo do método pretende-se aplica-lo em
trabalhos futuros para monitorar os residuos de tiametoxam em graos de feijao coletados de
plantas do feijoeiro que estdo sendo submetidas a diferentes tratamentos com o inseticida em
experimento realizado na Casa de Vegetacdo instalada na Universidade Federal de Uberlandia,

campus Pontal.
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