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EPIGRAFE
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RESUMO

Os inseticidas desempenham um papel importante no combate a insetos na agricultura
e por isso, tém sido a solucdo mais rapida e eficiente para evitar a perda de produtividade e
prejuizos econdomicos. O tiametoxam, inseticida da classe dos neonicotinoides, mostrou-se
eficiente no combate aos insetos que incidem no feijoeiro. No entanto, as formas de aplicagdo
do agrotoxico contaminam os solos e/ou os graos de feijao, acometendo o meio ambiente ¢ a
saude humana. Desse modo, o presente estudo possui a finalidade de desenvolver uma
metodologia para a quantificacdo do tiametoxam, de forma a controlar € monitorar as
concentragdes do inseticida nas folhas de feijao. O método de preparacdo da amostra foi
baseado na extracao solido-liquido com particao a baixa temperatura (ESL-PBT), cuja particao
do analito ocorreu das folhas de feijao em solu¢do aquosa para uma solugdo organica coletada
para analise. Os extratos foram analisados pela técnica da cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detec¢do por arranjo de diodos (CLAE-DAD), a qual atua na separacdo dos
compostos da amostra, garantindo seletividade para o analito. Essa metodologia foi selecionada
por se tratar de um processo de facil automagao, simples, com curto tempo de execugao, pouca
intervengdo do analista e menor geragdo de residuos organicos em comparagdo aqueles
presentes na literatura. Nesse interim, o método otimizado apresentou 6timas recuperacdes do
analito, préximas a 100 %, utilizando 100 mg de amostra de folhas, uma proporc¢ao de volumes
de dgua:acetonitrila de 2,0:4,0 mL e 2 horas de congelamento. As figuras de mérito do método
o validaram como linear no intervalo de concentragdes de 0,005 a 0,5 mg L', sendo o primeiro
ponto o limite de quantificacdo, que se encontra abaixo do limite maximo de residuos para o
tiametoxam em graos de feijdo. Além disso, demais parametros como boa seletividade,
sensibilidade, precisdo, exatiddo e robustez sugerem confiabilidade ao método. Portanto, ja que
as figuras de mérito atenderam as especificacdes do guia de validagdo de métodos, documento
SANTE/11312/2021, a metodologia apresentada neste trabalho ¢ adequada e eficiente para ser

empregada na determinac¢do de tiametoxam em folhas de feijoeiro.

Palavras-chave: Extracdo solido- liquido com particdo a baixa temperatura, cromatografia

liquida de alta eficiéncia, folhas de feijoeiro, tiametoxam.



ABSTRACT

Insecticides play an essential role in combating insects in agriculture and, therefore,
have been the fastest and most efficient solution to avoid loss of productivity and economic
losses. Thiamethoxam, an insecticide of the neonicotinoid class, proved to be efficient in
combating insects that affect common bean plants. However, the forms of pesticide application
contaminate the soil and bean grains, affecting the environment and human health. Thus, the
present study aimed the development a methodology for the thiamethoxam quantification in
bean leaves. The sample preparation method was based on solid-liquid extraction with a low-
temperature partition (SLE-LTP), in which the analyte partition occurred from bean leaves in
an aqueous solution to an organic solution collected for analysis. The extracts were analyzed
using high-performance liquid chromatography with detection by diode array (HPLC-DAD).
The SLE-LTP was selected because it is easy to automate, simple, with a short execution time,
little intervention by the analyst, and less generation of organic waste compared to the literature.
The optimized method showed excellent analyte recoveries, close to 100%, using 100 mg of
leaf sample, water:acetonitrile ratio of 2.0:4.0 mL, and 2 hours of freezing. The merit figures
of the method validated it as linear in the range of concentrations from 0.005 to 0.5 mg L"!, the
first point being the quantification limit, which is below the maximum residue limit for
thiamethoxam in bean grains. In addition, other parameters such as good selectivity, sensitivity,
good precision and accuracy, and robustness suggest a reliable method for thiamethoxam
extraction. Therefore, since the figures of merit met the specifications of the method validation
guide, document SANTE/11312/2021, the proposed methodology is adequate and efficient for

the thiamethoxam determination in bean leaves.

Keywords: Solid-liquid extraction with a low-temperature partitioning, high-performance

liquid chromatography, bean leaves, thiamethoxam.
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1 INTRODUCAO

1.1 O contexto do feijao no Brasil

O feijao, conhecido cientificamente como Phaseolus vulgaris L, possui origem nas
Américas e ¢ caracterizado pelas suas diversas variedades, sendo que o género Phaseolus
constitui 80 % do total de espécies consumidas (BRASIL, 2021).

Durante a colonizagao, o feijao ja era mencionado como componente alimentar dos
indigenas e escravos, bem como ocupava espaco nas escritas de viajantes no inicio do século
XIX, os quais o retratava como um importante alimento nacional. No entanto, a palavra feijao
teria sido descrita, inicialmente, no século XIII em Portugal (ELIAS, 2004). Somente em
meados do século XVI, surgiram novas espécies deste grao na colonia, além do feijao-preto
havia a chegada de algumas variedades africanas e o feijdo-fradinho, que era muito consumido
em Portugal (ELIAS, 2004). Devido as qualidades desta leguminosa, ¢ inquestionavel que se
tornou, ao longo dos anos, um relevante ingrediente para a culinéria brasileira.

Pertencente a classe Dicotiledoneae, familia Leguminosae, subfamilia Papilionoidae,
género Phaseolus e espécie Phaseolus vulgaris L. (BONETT et al., 2007), o feijdo representa
um dos principais alimentos que constituem a dieta humana. O consumo anual per capita
estimado no Brasil ¢ de 14,3 kg de feijao (COGO, 2020), destacando-se como o terceiro maior
consumidor e terceiro maior produtor dessa leguminosa no mundo, atras apenas de Myanmar e
ndia (FERREIRA; BARRIGOSSI, 2021). As maiores produgdes de feijoeiros se concentram
nos estados de Parand, Minas Gerais, Goids, Sdo Paulo e Bahia (SILVA; WANDER, 2013). O
rico valor nutricional agregado a este alimento se baseia no fato de que ¢ uma boa fonte de
proteinas, minerais, vitaminas e fibras (DEL PINO; LAJOLO, 2003), sendo utilizado nos
grandiosos referenciais de pratos brasileiros, a exemplo, a feijoada e o acarajé. Isso se deve ao
fato de que as fibras alimentares, soluveis e insoluveis, sdo de extrema relevancia pois, devido
as suas propriedades fisico-quimicas, podem produzir diversos efeitos fisioldgicos no
organismo humano, tornando-se responsaveis pela reducdo do colesterol plasmatico
(MATTOS; MARTINS, 2000; BONETT et al., 2007).

Além da importancia nutricional do feijdo, destaca-se o papel socioecondmico fornecido
pela cultura do feijoeiro. A vasta regido agricola e a diversificagdo climatica brasileira
representam vantagens para o cultivo do feijao no pais, ja que a leguminosa dispde de diversos
genoétipos com adaptacdo versatil em relagdo as condig¢des edafocliméticas (DEMARI et al.,

2015). Essa cultura atipica pode ser cultivada em trés safras anuais, sendo o plantio da 1?* safra



16

ou “safra das aguas” entre os meses de agosto a novembro e a colheita entre novembro a abril;
o plantio da 2% safra ou “safra das secas” entre os meses de dezembro a abril e a colheita entre
abril a julho e o plantio da 3% safra ou “safra de inverno” entre os meses de abril a julho e a
colheita entre agosto a outubro (FUSCALDI; PRADO, 2005; LABINAS, 2002; SILVA;
WANDER, 2013). Dessa maneira, o ciclo curto, as épocas de semeadura (preferenciais e nao-
preferenciais) e o baixo valor agregado a producdo sdo caracteristicas que possibilitam uma
alternativa viavel para pequenos agricultores (DEMARI et al., 2015), bem como, implica em

reduzidos custos no mercado para consumidores de baixa renda.

1.1.1 O BRS Radiante (Rajado)

No Brasil, existe uma enorme diversidade de espécies de feijao proveniente do
desenvolvimento das cultivares do grao. O programa de melhoramento genético do feijoeiro
comum da Embrapa Arroz e Feijao prioriza o desenvolvimento e a avaliagdo de novas cultivares
do feijoeiro comum, inovando a producao com graos maiores e coloridos que sdo normalmente,
consumidos e produzidos em menor escala. Com isso, os graos pequenos produzidos em grande
escala predominam no mercado devido aos baixos custos, enquanto a oferta dos tipos variados
de graos fornece variedade aos consumidores, além da possibilidade de exportacio com
excedentes da produ¢do (FARIA et al., 2002).

A cultivar BRS Radiante (Rajado) surgiu a partir do cruzamento biparental entre
Pompadour e Irai, configurado na Embrapa Arroz e Feijdo. Esse tipo de leguminosa apresenta
porte ereto, além da conformidade de coloragdo e do tamanho dos graos, sendo qualificavel
para as culinarias, simples e sofisticadas, embora apresente elevado tempo de cocgao (38
minutos, aproximadamente). Dentre as suas qualidades, a resisténcia a0 mosaico-comum € a
antracnose, doencas altamente incidentes no feijoeiro, elevam o interesse dos produtores em

cultivar feijao do tipo rajado (FARIA ef al., 2002).

1.2 Inseticidas no controle das pragas do feijoeiro

Embora o cultivo do feijdo no Brasil seja facilmente implementado devido a
versatilidade do grao, ele requer uma série de processos e cuidados necessarios devido aos
fatores que acometem a cultura. A qualidade da produgdo dessa leguminosa depende do manejo
agronomico, da densidade de colheita, de fatores ambientais, de tratamentos das culturas,

distribuicdo de plantas por area, da qualidade e saide das sementes, entre outros
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(CASTELLANOS et al., 2017). No entanto, um dos principais aspectos que limita a produgdo
de feijao no pais € o prejuizo provocado pela existéncia simultanea de insetos-praga no cultivo.
Constituindo-se em mais de 15 espécies de insetos-praga, destacam-se como as principais: as
vaquinhas, a mosca branca e a cigarrinha-verde, sendo responsaveis pelos problemas
fitossanitarios causados aos feijoeiros, além dos consequentes danos econdmicos. Pertencente
a familia Aleyrodidae, a mosca branca corresponde a espécie transmissora de doengas viroticas,
a citar o famoso virus do mosaico-dourado que provocou diminui¢do da produtividade do
feijoeiro em torno de 40 % a 100 % nas lavouras brasileiras (LABINAS, 2002). A cigarrinha-
verde ¢ caracterizada por ser um inseto sugador que consome a seiva vegetal e deposita uma
toxina, deixando as folhas enroladas e amareladas (LABINAS, 2002), além de diminuir o
numero de vagens e graos dos feijoeiros (BOICA-JUNIOR, 2000). Ja as vaquinhas sdo insetos
classificados como poligafos, em que jovens se alimentam de gramineas e batatinhas e quando
adultos, de folhas de culturas relevantes, de modo que provocam a desfolha, diminuindo a area
de fotossintese da planta (AVILA; NAKANO, 1999; LABINAS, 2002). Em sintese, esses
patdgenos atuam na diminui¢ao de peso e potencial germinativo das sementes, na contaminagao
das plantas por dejetos e, consequentemente, gera uma menor quantidade de plantas por érea,
reduzindo a produ¢ao (BORGES et al., 2015; PEREIRA, 2005). Dessa maneira, muitas formas
de combate aos inseto-pragas tém sido realizadas para reduzir as perdas da produgdo do
feijoeiro, sendo o uso de inseticidas a mais rapida e eficiente para este processo.

Os inseticidas promovem o controle dos insetos-pragas em diversas culturas. Os
inseticidas se tornaram extremamente relevantes para pequenos e grandes agricultores nos
ultimos anos, haja vista que operam no aumento da cadeia produtiva, melhorando a atividade
fisiologica das sementes, o crescimento das plantas e a oferta do feijdo no mercado
(CARVALHO et al., 2014). Esses produtos atuam por meio de transtornos digestivos e acdes
neurotdxicas, envenenando o sistema nervoso dos insetos-praga, sendo perigoso para todos os
animais, incluindo os humanos (COSTA et al., 2008; MOREIRA et al., 2012). Dentre as classes
de compostos, existem os inseticidas organofosforados e carbamatos, os piretroides e algumas
classes mais recentes, como os neonicotinoides (SPARKS; NAUEN, 2015; MOREIRA et al.,
2012).

1.2.1 Inseticidas neonicotinoides

Os neonicotinoides constituem uma classe recente de inseticidas que adquiriu vasta

utilizagdo devido a sua baixa toxicidade (DLso= 470-2000 mg kg™'), maior seletividade aos
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insetos e maior rendimento, podendo ser aplicados em pequenas concentracdes (MOREIRA et
al.,2012). Essas moléculas sdo derivadas da nicotina, um antigo inseticida que perdeu aplicacao
por atingir o sistema nervoso de mamiferos e apresentar baixa eficacia. Os mecanismos de ac¢ao
nos organismos-alvo ¢ o que diferencia os neonicotinoides € a nicotina, pois 0s neonicotinoides
ndo apresentam protonagdo em pH fisioldgico (7,40 aproximadamente), diferentemente da
nicotina conforme apresentado pela Figura 1. Isso ocorre devido as constantes de dissocia¢ao
acida uma vez que a nicotina apresenta pKa (8,02) proximo ao pH do meio e os neonicotinoides,
por exemplo o tiametoxam, possui pKa igual a 0,79 encontrando-se em sua forma molecular
em pH fisiologico (BARCELLOS, 2012; MESQUITA, 2012; OLIVEIRA, 2007). Assim, nessas
condicdes a espécie protonada estabelece interagdes com os receptores bioldgicos dos

mamiferos, atingindo seu sistema nervoso e provocando a morte (MESQUITA, 2012).

Figura 1- Estrutura quimica da nicotina protonada em pH fisiologico (7,40).

*N
H3C/|
H

Fonte: (MESQUITA, 2012).

Hé evidéncias de que a nitiazina teria sido a primeira substancia produzida com a
finalidade de substituir a nicotina, mas nao foi comercializada e, entdo, serviu como exemplar
para as demais. Assim, somente em meados de 1990 comegaram a surgir os primeiros produtos,
alavancando as vendas pela relevancia comercial que o imidacloprido apresentou. A partir de
entdo, outros inseticidas da classe foram sendo desenvolvidos, como a acetamiprida, tiacliprida,
dinotefuran, nitempiram, tiametoxam e clotianidina, tornando-se os agrotdxicos mais vendidos
no mercado global (QUEIROZ; SILVA, 2021).

Os neonicotinoides possuem moderada toxicidade oral, apresentando dose letal (DLso)
proxima a 470-2000 mg kg!, de modo que as suas propriedades toxicologicas sio semelhantes
aos piretroides, contendo seletividade aos insetos € nao aos mamiferos (MOHAMED et al.,

2009). Especificamente, inseticidas como o tiametoxam apresentam possiveis efeitos
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carcinogénicos para 0s organismos que o consomem acima da dose determinada, porém, devido
a miscibilidade em agua, este pode ser eliminado através da urina (MESQUITA, 2012).

O mecanismo de acdo desses inseticidas ocorre com o ataque ao sistema nervoso dos
insetos-praga. O sistema nervoso emite informagdes ao corpo utilizando-se dos processos
referentes aos impulsos nervosos, sendo estes um dos responsaveis pelo movimento dos seres
humanos (MESQUITA, 2012). A acetilcolina ¢ um neurotransmissor produzido no sistema
nervoso por meio da reacao entre a acetilcoenzima A (Acetil-CoA) e a colina, a qual atua como
uma espécie de mensageiro entre os neurdnios, possuindo agdes excitatdrias como também,
inibitorias. Assim, os impulsos elétricos sdo atingidos a partir dessa molécula, gerando os sinais
para os sistemas nervoso, respiratério, muscular e outros. Em virtude disso, os inseticidas
neonicotinoides ocupam os sitios dos receptores da acetilcolina, na membrana pos-sinaptica,
promovendo a hiperatividade do sistema nervoso e, consequentemente, o colapso e a morte dos
insetos-praga (MOREIRA et al., 2012; MESQUITA, 2012).

Dentre os principais inseticidas da classe dos neonicotinoides esta o tiametoxam,
também conhecido como (EZ)3-(2-cloro-tiazol-1,3-tiazol-5-metil)-5-metil-1,3,5-oxadiazinan-
4-ilideno(nitro)-amina (Figura 2) e que apresenta toxicidade mediana com classificagdo

toxicologica III (MATTOS et al., 2015; IUPAC, 2015).

Figura 2- Estrutura quimica do tiametoxam.
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Fonte: (IUPAC, 2015).

Esse inseticida possui o poder de agir contra os insetos-praga através da ingestao ou
contato, possibilitando a sua aplicagdo por meio do tratamento de sementes, bem como pela
pulverizacdo. A vantagem no tratamento das sementes com o tiametoxam estd no fato de que
ativa muitas fungoes fisiologicas das plantas, a exemplo, a geragcdo de proteinas que auxiliam
nos mecanismos de defesa, podendo suportar estresses hidricos, irregularidade nutricional bem
como, principalmente, o ataque dos insetos-pragas. Além disso, plantas de feijdo provenientes

de sementes tratadas com tiametoxam, por exemplo, apresentam niveis de clorofila maiores
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quando comparados as sementes ndo tratadas, o que se torna de grande importancia, ja que essa
substancia garante o processo fotossintético relevante para a vida vegetal e animal (ALMEIDA,
2012).

O destaque desse inseticida ¢ que possui rapida absor¢do pelas plantas e aglomera-se
nas folhas, apresentando o transporte fortemente através do xilema e, em menores proporgdes,
via floema. Os neonicotinoides, como o tiametoxam, persistem por dois dias nas plantas se for
exposto diariamente a 6 horas de sol. No entanto, apresenta duragao de 28 dias em altas
concentragdes no solo pos-semeadura (LABINAS, 2002; MATTOS et al., 2015). Dessa
maneira, o tiametoxam ¢ ambientalmente perigoso, visto que o grau de periculosidade desse
inseticida € o I, ou seja, demonstra grande risco ao meio ambiente, atacando animais aquaticos,
pois persiste no ambiente devido a alta solubilidade em agua e pequena sor¢do no solo
(MATTOS et al., 2015). Além disso, essas moléculas podem ser arrastadas pelo ar quando
pulverizadas nas lavouras, o que pode comprometer a vida das espécies presentes nesses
ambientes, justamente porque esses compostos também apresentam atividades em grupos nao-

alvos (MESQUITA, 2012).

1.3 Métodos de preparacio de amostra

O inseticida tiametoxam atua de forma eficaz no combate aos insetos-pragas, entretanto,
¢ importante que esta substancia seja degradada completamente na planta do feijdo.
Contaminacdes nas sementes do feijado podem provocar sérias complicacdes aos organismos
humanos, possuindo o limite maximo de residuos (LMR) de 0,3 mg kg™! de alimento (FAO,
2019). Com isso, torna-se necessario o controle do tiametoxam nessa cultura, por meio de
métodos e técnicas efetivas para a determinagdo do composto nas amostras de interesse, a fim
de avaliar sua a¢do, bem como o perigo de contaminac¢do das plantas e grdos com os seus
residuos.

Inicialmente, realiza-se o tratamento das amostras de forma a estarem adequadas para
as analises instrumentais. Apds a colheita, as amostras sdo encaminhadas ao processo de
preparacdo, no qual ocorre a extracdo do analito para posterior quantificagdo, realizada
normalmente através de uma técnica cromatografica, como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia ou a cromatografia gasosa (ZHANG; LIN; YE, 2018).

Existem diversos métodos de preparagdo de amostra que possibilitam a retirada do
inseticida da amostra. Os métodos de preparo de amostras sdo de extrema importancia, pois,

convertem uma amostra de matriz complexa em um extrato adequado para analise. No entanto,
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nos ultimos anos, a extracdo de agrotdxicos tais como o tiametoxam possuem destaque em
amostras de solo e 4gua, pouco se encontrando relatos sobre as amostras alimenticias ou plantas.
Desde muito tempo, a extracao dos analitos decorre de etapas tediosas € morosas, consumindo-
se uma grande quantidade de solventes organicos e extracdes repetitivas. Assim, houve-se a
necessidade de aprimoramento nos métodos de preparacdo de amostra para formas
miniaturizadas, simplificadas e ambientalmente seguras (MANSUR, 2013).

Dentre os métodos de preparagdao de amostra que atendem a esses requisitos € que vém
sendo mais empregados estao o QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe)
e a extracdo solido-liquido com particdo a baixa temperatura (ESL-PBT) para uma variedade
de alimentos (BITTENCOURT, 2008; COSTA, 2011; PUSSENTE, 2008; SOARES, 2011;
MORAIS et al., 2014; MANSUR, 2013). O método QUEChERS demonstra boa eficiéncia de
extracdo, ¢ viavel economicamente, bem como o tempo para o processo ¢ relativamente curto
e de facil manipulacdo (PRESTES et al., 2009). Porém, quando comparado a outros métodos,
torna-se tedioso devido a existéncia de varias etapas (FERREIRA, 2019). Ja o método da
extracao solido-liquido com parti¢do a baixa temperatura se destaca por possuir menor nimero
de etapas no preparo da amostra, propiciando baixa manipulacdo da amostra pelo analista,
rapidez e consumo reduzido de solventes organicos (COSTA, 2011). Além disso, um estudo
comparativo demonstrou que o método ESL-PBT apresenta resultados muito semelhantes
aqueles obtidos pelo método QUEChERS (MANSUR, 2013), sendo, portanto, mais viavel. Por
este motivo, buscou-se na extracdo solido-liquido com parti¢do a baixa temperatura uma
metodologia de baixo custo, simples e eficiente para determinacdo de residuos de tiametoxam

de amostras de folhas de feijao.

1.3.1 Extragdo solido-liquido com particao a baixa temperatura

O método de preparagdo de amostra por extracao solido-liquido com particdo a baixa
temperatura ¢ amplamente empregado na preparacdo de amostras alimenticias devido ao
simples manuseio, pouca interferéncia do analista, assim como menor uso de solventes, também
menos toxico e com nimero reduzido de etapas no processo de extracdo. A ESL-PBT consiste,
inicialmente, na definicdo do tamanho da amostra s6lida com consequente adi¢ao de dgua e um
solvente organico adequado, com densidade e temperatura de fusdo menores que da agua; o
solvente organico deve permanecer na fase superior da mistura para melhor recuperacdo do
extrato apos a etapa de congelamento. Posteriormente, o sistema ¢ submetido a agitacdo e

encaminhado ao freezer. Apds um determinado periodo de tempo, a fase aquosa (FA) inferior ¢
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congelada e, portanto, a fase organica (FO) liquida superior ¢ retirada para analise instrumental
(PUSSENTE, 2008).

Bons resultados de eficiéncia, notados pela validacao do método, sdo obtidos quando o
preparo de amostra ¢ realizado pela ESL-PBT. Na literatura, a ESL-PBT ja foi aplicada em
amostras de varios alimentos, como a batata, o abacaxi, a uva, a magd ¢ o alface
(BITTENCOURT, 2008; PUSSENTE, 2008; SOARES, 2011; COSTA, 2011; MORAIS et al.,
2014; MANSUR, 2013). Em todos esses estudos, 0 método demonstrou boas porcentagens de
recuperagdo, as quais variam entre 60 % e 90 %, dependendo da amostra, além de boa
detectabilidade, ja que os limites de quantificacdo e de deteccdo se apresentaram abaixo do
limite maximo de residuos nos alimentos (BITTENCOURT, 2008; PUSSENTE, 2008;
SOARES, 2011; COSTA, 2011; MORAIS et al., 2014; MANSUR, 2013).

1.4 Técnicas analiticas

As amostras de alimentos geralmente sdo complexas, possuindo componentes da propria
matriz que podem interferir no sinal da substancia de interesse, o analito (FERREIRA, 2019).
Assim, torna-se necessaria a aplicagdo de uma técnica de separagdo eficiente que permita a
diferenciagcdo dos sinais do analito e de interferentes para posterior quantificacdo do analito
com precisdo e exatidao (SKOOG et al., 2008). Neste contexto, destacam-se as técnicas
cromatograficas, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou a cromatografia
gasosa (CQG).

A cromatografia ¢ uma técnica de separagdo fisico-quimica, que se baseia nas interagdes
dos componentes da amostra com as fases movel e estaciondria (HOLLER; SKOOG et al.,
2009). Em sintese, a amostra ¢ carregada por uma fase movel (FM) através de uma coluna
contendo a fase estacionaria (FE), onde ocorrem equilibrios dindmicos entre os analitos e as
fases. Neste processo, os compostos que interagem mais fracamente com a FE eluem mais
rapidamente, enquanto aqueles que interagem mais fortemente ficam mais tempo retidos. Desse
modo, os tempos de retengdes diferentes das substancias de uma amostra ¢ o que caracterizam
a separacdo, bem como possibilitam a andlise quantitativa de cada componente individualmente
(SKOOG et al., 2009).

Dentre as técnicas cromatograficas mais empregadas atualmente para a separagdo e
quantifica¢do de agrotoxicos estdo a cromatografia gasosa (CQG) e a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). De modo geral, a cromatografia gasosa se define pela aplicabilidade

em andlises de amostras volateis, volatilizadveis ou derivatizdveis que sejam, a priori,
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termicamente estaveis (SKOOG et al., 2009; SOARES, 2011). J4 a CLAE ¢ a técnica mais
empregada para separacdo, pois, abrange uma vasta gama de substancias com polaridades
distintas, termicamente instaveis e nao-volateis (SKOOG et al., 2009; FERREIRA, 2019).
Comparativamente, a CLAE com detector de absorbancia apresenta melhor detectabilidade, em
relacdo a CG com detecgdo por ionizacdo em chama ou por captura de elétrons, frente a analise
de inseticidas neonicotinoides. O tiametoxam, por exemplo, resulta em picos assimétricos
quando analisado por cromatografia gasosa devido a baixa volatilidade do composto (OBANA
et al., 2003; MANSUR, 2013). Alguns estudos indicaram boas faixas de recuperacao para
outros compostos, em analise por CG exceto para o tiametoxam, bem como se observou grandes
efeitos matriz nas amostras avaliadas (SOARES, 2011; COSTA, 2011). Com isso, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia apresenta melhor detectabilidade e resolug¢do para o
tiametoxam em amostras alimenticias, sendo, portanto, a técnica analitica selecionada para este

trabalho.

1.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao por arranjo de diodos

A cromatografia liquida de alta eficiéncia ¢ uma técnica analitica de separacdo
aprimorada e bastante empregada desde meados dos anos 70 (FERREIRA, 2019). A CLAE se
apresenta como um processo de separagdo rapido, eficiente e de alta resolucao (FREITAS,
2019), muito utilizada nas industrias atualmente. A separa¢ao fisico-quimica ocorre através das
diferencas de intera¢des do analito com as fases movel e estacionaria; sendo esta, encontrada
dentro da coluna cromatografica como um liquido organico recobrindo, através de ligacdes
covalentes, um suporte solido inorganico. A fase movel, por sua vez, ¢ constituida de um
solvente ou uma mistura de solventes liquidos e ¢ bombeada por uma bomba de alta pressao
(SKOOG et al., 2009). A amostra ¢ introduzida na coluna cromatografica através de uma
valvula de inje¢do, sendo transportada pela FM que carrega os componentes da amostra atraveés
da FE. Apo6s eluirem, os compostos da amostra sdo encaminhados ao sistema de detecc¢ao de
forma individualizada devido a separagdo entre as duas fases, gerando sinais que viabilizam
suas quantificagdes pela medida da area dos picos gerados (FERREIRA, 2019; SKOOG et al.,
2009; FREITAS, 2019).

Entre os detectores acoplados a CLAE para analises de agrotoxicos em matrizes
alimenticias, o detector por arranjo de diodos (DAD) merece destaque. Isto porque o DAD
possibilita uma varredura espectral que fornece a pureza do pico do analito e auxilia na

identificacdo do mesmo, através da consulta a uma biblioteca de espectros, além da
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quantificagdo eficiente dos compostos (CALDAS et al., 2011; FERREIRA, 2019). Extratos de
amostras de alimentos, como leite, mel, caldo de cana-de-aglcar ¢ batata foram analisadas
perante a técnica de CLAE-DAD e observaram-se boa seletividade para o inseticida tiametoxam
(SAMPAIO et al., 2012; ABD-ALHRAMAN, 2014; SECCIA et al., 2008). Assim, a CLAE-

DAD ¢ uma técnica adequada para a analise de tiametoxam em folhas de feijao.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal desse trabalho ¢ desenvolver uma metodologia para determinagao
de tiametoxam em folhas de feijoeiro empregando a extragdo solido-liquido com particdo a
baixa temperatura e quantifica¢do por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢ao por
arranjo de diodos.

Para alcancar o objetivo geral do trabalho as seguintes etapas foram desenvolvidas:

v Otimizagdo do método ESL-PBT para extra¢do do tiametoxam em folhas de feijoeiro,
avaliando-se a massa de amostra de folhas, o volume e o tipo de solvente e o tempo de
congelamento;

v Desenvolvimento de um método de anélise por CLAE-DAD para quantificagdo seletiva
de tiametoxam nas folhas do feijoeiro;

v’ Validagdo da metodologia para a determinagdo de tiametoxam em folhas do feijoeiro,

empregando a ESL-PBT ¢ a CLAE-DAD;



26

3 METODOLOGIA

A determinacdo de residuos de tiametoxam em folhas de feijoeiro foi realizada a partir
da extragdo solido-liquido com particdo a baixa temperatura seguida da quantificagao por

cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por arranjos de fotodiodos.

3.1 Materiais, solventes e reagentes

Os materiais, solventes e reagentes empregados para a otimiza¢do do método de ESL-
PBT de tiametoxam das folhas de feijao foram: Tiametoxam (Lianyungang Avilive Chemical,
98,21 %); acetato de etila, grau cromatografico 99 % (ECIBRA, Santo Amaro, Brasil); acetona,
P.A. 99,5 % (IMPEX, Barcelona, Espanha); acetonitrila, grau cromatografico 99,9 % (Tedia e
Exodo Cientifica) e metanol, grau cromatografico 99,5 % (J.T. BAKER, Sdo Paulo, Brasil);
estufa (Biopar, modelo S150BA, Porto Alegre, Brasil); tubo Falcon de 15 mL; balanca
eletronica com precisao 0,001 g (Acculab, Bradford, MA, EUA); balanca analitica de 0,0001 g
(Acculab, Bradford); tubos flaconetes de 10 mL; espatulas metalicas; mixer caseiro; béqueres
de 25 e 50 mL; micropipetas (0,5 a 10 puL, 10 a 100 pL, 100 a 1000 uL e 1000 a 5000 pL);
agitador vortex (ARSEC modelo TS200, Sdo Paulo, Brasil); centrifuga (Celm, modelo
combate, Sao Caetano do Sul, Brasil); 4gua ultrapurificada com resistividade maior que 18,2
MQ cm em purificador MegaPurity modelo MEGA RO/UP (Rio de Janeiro, Brasil), e; freezer
Consul modelo Bem Estar CRMS5S5, para a particdo em baixa temperatura.

Para a preparagdo da fase movel, foram utilizadas membranas de Nylon® (Millipore®,
Millford, CT, EUA) para filtracdo com porosidade de 0,22 pum e didmetro de 45 mm; sistema
de filtracdao de fase moével; funil de placa sinterizada; bomba de vacuo (Prismatec, modelo 122
BCP, Itu, Brasil); kitassato de 500 mL, e; banho ultrassom (Quimis, Diadema, Brasil). A
composicdo da fase movel foi 4agua ultrapurificada e metanol, reagente com grau

cromatografico de 99,5 % (J.T. Baker).

3.2 Analises cromatograficas

As andlises dos extratos organicos e solu¢des dos padrdes do tiametoxam foram
realizadas em um cromatografo a liquido com sistema quaternario de bombeamento da marca
Waters, modelo Alliance €2695, mddulo automatico de injecao com carrossel para 120 amostras

e detectores por arranjo de fotodiodos e indice de refracao (Milford, EUA). A coluna utilizada
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na separacao foi uma coluna XSelect recheada com fase Cig HSS (150 mm x 4.6 mm, com
particulas de 3,5 um de d.i.) da Waters. A determinagdo do teor recuperado do tiametoxam das
folhas de feijoeiro foi obtida a partir da construgao de curvas analiticas preparadas pelo método
do padrao externo (em solvente). As condigdes de analise foram: composi¢dao da fase movel
metanol:agua (30:70, v/v), com uma vazio da FM de 1,0 mL min!, volume de inje¢do de 10

uL, deteccao DAD a 254 nm e temperatura do forno da coluna de 35 °C.

3.3 Obtencao das amostras de folhas do feijoeiro

As amostras de folhas de feijoeiro foram coletadas de experimento de plantio, isentas
do inseticida, realizado na Casa de Vegetacdo instalada no campus Pontal da Universidade
Federal de Uberlandia. As coletas das folhas ocorreram periodicamente a cada 7 dias e foram

armazenadas em freezer a -15 °C até o momento da analise.

3.3.1 Processamento das amostras

As folhas do feijoeiro foram lavadas com agua ultrapura e secas em estufa por 12 h a
40 °C. Em um mixer, devidamente higienizado, as folhas foram trituradas até que se obtivesse
uma massa homogénea. A amostra triturada foi retirada do mixer e armazenada em frasco

apropriado em geladeira a 8 °C até o momento do uso.

3.4 Preparacio das solucdes padriao de tiametoxam

Uma solucdo estoque de tiametoxam foi preparada em baldao volumétrico de 10 mL a
partir da dissolu¢do de 0,01000 g em acetonitrila, de forma a obter uma concentracao de 1000
mg L. As solugdes foram preparadas em acetonitrila com o objetivo de garantir maior
estabilidade do inseticida ao longo do uso, evitando-se a degradagdo em curto espaco de tempo.
Com isso, a solugdo estoque foi transferida para um frasco flaconete de vidro de 10 mL. Essa
solucdo foi armazenada em freezer a -4 °C e, a partir dela, foi preparada uma solucdo de trabalho

do tiametoxam na concentra¢io de 100 mg L-!.

3.5 Preparacio da curva analitica
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A curva analitica utilizada no estudo de otimizacao foi preparada nas concentragdes de
0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 8,0 e 10,0 mg L! de tiametoxam em metanol. As solu¢des foram analisadas

por cromatografia sob as condi¢des de analise cromatografica otimizadas, descritas na se¢ao

3.2.

3.6 Otimizac¢io da ESL-PBT de tiametoxam de amostras de folhas de feijoeiro

Primeiramente, foi realizado um procedimento geral para a analise da eficiéncia de
extracdo do tiametoxam da amostra fortificada. Com isso, em tubos Falcon de 15 mL foram
adicionados 100 mg de folhas de feijao trituradas, sendo fortificadas com a solugdo estoque de
tiametoxam a 1000 mg L', aguardando por 5 min para intera¢io do composto com a amostra.
As fortificacdes das folhas foram realizadas de forma a obter uma concentragdo de 100,0 pg g
I do inseticida na por¢do da amostra. Logo ap6s, foram adicionados 2 mL de 4gua ultrapura,
deixando em contato por 2 min. Em seguida, foram acrescentados 4 mL de solvente organico
(acetato de etila) ao tubo e a mistura foi agitada em voértex por 1 min. Devido a existéncia de
folhas de feijao na parte superior da mistura, a mesma foi centrifugada a 3000 RPM por 3 min.
Por fim, o tubo foi levado ao freezer e mantido por 4 h, sendo coletado 1 mL do extrato organico
nao congelado apds este periodo. Esta aliquota foi filtrada e transferida para um vial e injetada
no sistema cromatografico sob as condicdes de analise otimizadas. Todo o processo foi
realizado em triplicata.

O método ESL-PBT dos residuos de tiametoxam em amostras de folhas de feijoeiro foi
otimizado a fim de obter o0 maximo de recuperacao dos residuos do inseticida das amostras.
Desta forma, algumas variaveis foram avaliadas durante o desenvolvimento do método, tais
como: tipo de solvente extrator, massa da amostra, tempo de congelamento da amostra,

proporcao dos volumes de dgua e de solvente extrator.
3.6.1 Avaliacao do solvente extrator

O procedimento descrito no item 3.6 foi repetido, em triplicata, porém, empregando
outros diferentes solventes, tais como acetonitrila, acetato de etila, metanol e acetona, de
maneira a avaliar o melhor solvente extrator para extrair o tiametoxam das amostras de folhas

de feijao.

3.6.2 Massa da amostra
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Ap6s a escolha do solvente extrator, foram avaliadas as massas de amostra de folhas de
feijao a fim de dimensionar o método ESL-PBT para a obtengcdo da méxima eficiéncia de
extracdo dos residuos do tiametoxam. Para isso, foram analisadas as massas de 50, 100 e 250
mg mantidas sob as mesmas condi¢des de andlise e utilizando o solvente extrator escolhido em

3.6.1.

3.6.3 Proporgdo dos volumes de dagua e de solvente extrator

Apods otimizados o solvente extrator e a massa da amostra de folhas de feijao
empregados na ESL-PBT, prosseguiu-se a avaliagdo da propor¢ao dos volumes de dgua e de
solvente extrator que apresentasse a melhor particdo do analito da amostra para tal solvente.
Assim, foram estudadas as propor¢des 1:2 (v/v) de agua:solvente extrator, sendo avaliados os

volumes de 2,0:4,0; 3,0:6,0 € 4,0:8,0 (mL:mL).

3.6.4 Tempo de congelamento

Com a otimizagdo do solvente extrator, massa da amostra e propor¢do dos volumes de
agua e solvente, o tempo de congelamento se tornou objeto de estudo para verificagdo do menor
tempo necessario para o congelamento da fase da amostra e a consequente particdo do
tiametoxam para o solvente organico. Foram estudados os tempos de congelamento da amostra

de 120, 240, 360 ¢ 480 minutos.

3.7 Validacao da metodologia de determinacdo do tiametoxam das folhas de feijoeiro

A validagdo ¢ um conjunto de procedimentos que visam confirmar o desempenho da
metodologia analitica para ser aplicada a finalidade desejada, i.e., a extracao de residuos de
tiametoxam das folhas de feijdo. Os parametros analiticos que foram validados compreendem
a seletividade, o limite de deteccdo (LOD, /imit of detection), o limite de quantificagdo (LOQ,
limit of quantification), a linearidade, a faixa dinamica linear, a sensibilidade, o efeito matriz, a
precisdo, a exatidao e a robustez do método. Dessa forma, o documento selecionado para essa
orientacdo foi o SANTE/11312/2021, Guia da Comunidade Europeia para Controle de
Qualidade Analitica e Procedimentos de Validagdo de Métodos para Andlise de Residuos de

Agrotoxicos em Alimentos e Ragdes (SANTE, 2022).
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3.7.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada mediante a comparacao do pico do tiametoxam,
no tempo de retengdo do inseticida, nos cromatogramas dos extratos da ESL-PBT de amostra
de folhas fortificada e amostra isenta de tiametoxam. Os extratos foram obtidos empregando a
propor¢ao de 2,0:4,0 mL do volume entre agua:acetonitrila, 100 mg de amostra ¢ 4 h de

congelamento e as analises foram realizadas nas condigdes cromatograficas otimizadas.

3.7.2 Linearidade

Para o estudo da linearidade do método foi preparada uma solugio padrio 1000 mg L!
de tiametoxam, inicialmente. A partir desta solugdo estoque, preparou-se uma solucdo de
trabalho a 10 mg L', sendo empregada para a dilui¢io consecutiva de modo a obter outras
solugdes nas concentragdes de 7,50; 5,00; 2,50; 1,00; 0,50; 0,25 mg L'. Como foram
preparados 5,0 mL de cada solugao padrao, as demais em menores concentragoes foram obtidas
pela dilui¢do da solucdo a 1,00 mg L', sendo elas de 0,10; 0,05; 0,01 mg L!; a solugdo a 0,01
mg L' foi ainda diluida para as concentragdes de 0,005 ¢ 0,001 mg L. Todas as solu¢des foram
preparadas em acetonitrila e analisadas em duplicata nas condi¢cdes cromatograficas otimizadas
(item 3.2). Por fim, a curva analitica foi construida para a obtengdo dos coeficientes de
correlacdo linear (r) e de determinagdo (R?), os quais permitem avaliar o cariter linear de
resposta do método cromatografico, de acordo com o guia da Comunidade Europeia (SANTE,

2022).

3.7.3 Limite de quantificacdao (LOQ)

O limite de quantifica¢dao foi determinado através da inje¢dao consecutiva de solugdes
padrdo do tiametoxam no cromatografo a liquido, diluidas a partir da solucdo de trabalho a 10
mg L!; o processo foi realizado junto ao estudo da linearidade. Dessa forma, o LOQ foi definido
como a menor concentragdo do analito que configurou um pico cromatografico para o
tiametoxam com 4rea repetitiva entre as injecoes consecutivas. Para confirmagao, a solugao
padrdo na concentragdo do LOQ foi analisada em triplicata nas condigdes otimizadas, sendo

avaliado o desvio padrdo relativo, o qual deve ser inferior a 20 %, segundo o documento
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SANTE/11312/2021 (SANTE, 2022). Em relacdo ao limite de detec¢do, este foi estimado
indiretamente por meio do valor de LOQ (WENZL et al., 2016).

3.7.4 Faixa dinamica linear

A faixa dinamica linear ou faixa de trabalho se refere ao intervalo de concentragdes do
analito cuja concentragdo esperada na amostra deva estar inclusa. Esse parametro foi analisado
a partir da constru¢ao das curvas analiticas no extrato da matriz de folhas de feijao e em
solvente, iniciadas com o limite de quantificacdo — o primeiro ponto da curva analitica. A curva
analitica preparada no extrato foi obtida pela aplicacdo da ESL-PBT a uma amostra de folhas
de feijao isenta de adi¢do do analito para a obtencdo de um extrato em branco. Apos a etapa de
congelamento, 2,0 mL do extrato foram coletados e diluidos em acetonitrila para preparar,
diretamente nos vials, solugdes de tiametoxam nas concentragdes do 1XLOQ, 2xLOQ, 4xLOQ,
10xLOQ, 20xLOQ, 40xLOQ, 60xLOQ, 80xLOQ e 100xLOQ. Em seguida, uma curva
analitica similar foi preparada, empregando a acetonitrila como solvente, das solu¢des padrao
de tiametoxam nas concentragdes do 1xLOQ, 2xXLOQ, 20xLOQ, 40xLOQ, 60xLOQ, 80xLOQ
e 100xLOQ. Para ambas as curvas, as solugdes foram preparadas a partir de uma solugdo padrao
a 1 mg L' de tiametoxam. Desse modo, as curvas analiticas construidas contemplaram o
nimero minimo de cinco concentragdes (pontos) requerido pelo guia de validagdao (SANTE,

2022).

3.7.5 Sensibilidade

A sensibilidade da metodologia de determinagdo do tiametoxam em folhas de feijoeiro
indica o quanto a resposta analitica varia conforme uma determinada variagdo na concentracao
do analito. Portanto, esse parametro foi obtido diretamente das curvas analiticas preparadas no
extrato e em solvente, uma vez que a sensibilidade corresponde ao coeficiente angular ou

inclinacao das retas (SANTE, 2022).
3.7.6 Efeito matriz
O efeito matriz indica as potenciais interferéncias que os compostos da matriz das folhas

de feijao possuem no sinal analitico do tiametoxam. Dessa forma, essa figura de mérito foi

verificada mediante a comparacao, qualitativa, das curvas analiticas obtidas para solucdes
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padrdo do analito preparadas no solvente (acetonitrila) e na matriz das folhas de feijao. O efeito
matriz ¢ evidenciado quando ha a auséncia de paralelismo entre as curvas e, portanto, deve-se
empregar a curva na matriz para a quantificagao do analito na amostra, como preconizado pelo
guia da Comunidade Europeia (SANTE, 2022).

O efeito matriz pode ser quantificado a partir das inclinagdes das curvas analiticas

preparadas no extrato da matriz e em solvente, conforme a Equagao 1.

OEM = Smariz “Ssav) o 1 Equacio 1

Ssolv

Em que: s € o coeficiente angular das equagdes das retas e os subindices matriz e solv se referem,

respectivamente, as curvas analiticas preparadas no extrato da matriz e em acetonitrila.
3.7.7 Precisdo e exatiddo

Para avaliar a precisdo e a exatiddo da metodologia proposta foram realizados ensaios
de adigdo e recuperacdo. A precisdo foi verificada sob as dimensdes de repetibilidade e precisao
intermediaria (reprodutibilidade dentro do laboratério) do método. Com isso, empregou-se a
ESL-PBT de residuos de tiametoxam das folhas de feijao (procedimento descrito em 3.6 nas
condi¢des otimizadas), fortificando a amostra com solu¢ao padrao do analito de modo a resultar
em uma concentracao do inseticida de 5XLOQ e 10xLOQ no extrato. Seguindo o documento
SANTE/11312/2021, foram realizadas 6 repeticdes para cada uma das concentragdes estudadas,
sendo os procedimentos executados por analistas diferentes em quatro dias distintos. Os
extratos obtidos foram analisados sob as condigdes cromatograficas previamente indicadas. Por
fim, a repetibilidade e precisdo intermediaria foram verificadas pelos célculos dos desvios
padrao relativos (RSD, relative standard deviation), o qual deve ser inferior a 20 %, enquanto
a exatidao se refere a taxa de recuperagdo do tiametoxam das folhas de feijdo, devendo estar

entre 70 e 120 % de acordo com o documento SANTE/11312/2021 (SANTE, 2022).
3.7.8 Robustez

A robustez da metodologia foi avaliada mediante o teste de Youden (YOUDEN;
STEINER, 1975), o qual avalia sete varidveis do método em dois niveis cada empregando um
planejamento fatorial fracionario 2’ (SILVA et al., 2023). Assim, o teste de Youden foi

aplicado para a avaliagdo simultdnea de 7 variaveis do método de determinagao de tiametoxam
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em folhas de feijao, em duas condicdes cada, realizando um total de 8 ensaios. Desse modo,
foram empregadas a ESL-PBT do inseticida das folhas de feijao, sendo essas fortificadas com
0,5 mg L! de tiametoxam. Os extratos obtidos foram analisados sob as condi¢des
cromatograficas indicadas anteriormente. A Tabela 1 apresenta a matriz do planejamento de
experimentos sugerida pelo teste de Youden para a avaliagdo da robustez da metodologia
desenvolvida neste trabalho. Cada variavel foi avaliada no nivel otimizado (letras maitsculas)
e em um nivel deliberadamente modificado (letras mintusculas), que representa uma hipotética

situagdo em que a condi¢ao otimizada do método nao possa ser completamente atendida.

Tabela 1- Matriz do planejamento de experimentos para a avaliagdo da robustez da ESL-PBT de
tiametoxam de amostras de folhas de feijdo, empregando o teste de Youden.

Experimentos Condicoes

Fatores — :
2 3 4 5 6 7 8 Otimizadas Variadas
Volume de A A A a a a a 4,0 mL 4,5 mL
solvente
Tempo de B b b B B b b 2h 2:30h
congelamento
Massade o o o ¢ ¢ ¢ o 100 mg 125 mg
amostra
Solvente M1, g 4 4 4 D D  Exodo Tedia
(marca)
Vazio E e E e e E e E 1mLmin' 0,8mLmin’
FM (ACN) F f f F F f f F 30% 32%
Temperatura 0 0
da coluna G g g G g G G g 30°C 32°C

Fonte: Proprio autor.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento do método de quantificacdo de tiametoxam

A CLAE ¢ a principal técnica de analise de multirresiduos de agrotoxicos ja que permite
separar um elevado numero de compostos com propriedades fisico-quimicas variadas. O
processo de separagao na CLAE envolve a retengdo dos componentes de uma amostra através
da coluna cromatografica que sao retardados ou acelerados de acordo com as interagdes fisico-
quimicas especificas desses com a FE e com a FM. O tempo que o analito demora para eluir da
coluna depende da natureza da FE e da composi¢do da FM. O tempo que uma substancia ¢
eluida ¢ definido como o tempo de retencdo daquela substancia. O tempo de retencdo, sob
condicdes mantidas constantes, ¢ considerado uma caracteristica razoavelmente unica de uma
dada substancia tornando-se 1til para a sua identificagdo, embora este ndo seja um dos fortes
parametros da CLAE. A qualidade especial desta técnica, além da separacdo, ¢ a quantificacao
precisa e exata dos compostos em uma mistura, que ocorre pela relagdo linear que existe entre
a area do pico e a concentragdo do analito (COLLINS et al., 2006).

O tiametoxam ¢ definido como uma substancia polar ja que apresenta hidrofilicidade
indicada pelo LogP = -0,13 (PubChem, 2023). O LogP se refere ao logaritmo de Kow (constante
de particao octanol: 4gua), também denominado P-valor, obtido pela razao das concentracdes
de um soluto na fase octanol e na fase aquosa a uma temperatura especifica. O LogP pode variar
de -3 (muito hidrofilico) até +10 (extremamente hidrofobico) (CUMMIN; RUCKER, 2017).
Logo, o LogP de -0,13 indica que ¢ esperada uma maior concentracao do tiametoxam na agua
que no octanol, em funcdo de sua maior afinidade pela fase aquosa. Nesse sentido, como a fase
estacionaria era constituida de Cis, substancia altamente apolar, buscou-se a diminuicdo da
for¢a de eluicdo da FM, aumentando a sua polaridade pela adi¢ao de agua a mistura com
metanol, para que houvesse a eluigdo do tiametoxam em um tempo de reten¢cdo ndo muito
proximo do inicio do cromatograma, regido que normalmente sao eluidos constituintes mais
polares das matrizes das amostras.

As condigdes de andlise cromatografica selecionadas para o estudo de otimizagdo da
ESL-PBT de tiametoxam em folhas de feijao foram: composicao da fase movel metanol:agua
(30:70, v/v), vazido da FM de 1,0 mL min™!, volume de injecdo de 10 uL, deteccio DAD a 254
nm, coluna cromatografica XSelect HSS Cis e temperatura do forno de coluna de 35 °C. A
identifica¢do do analito nos cromatogramas foi realizada pela comparagao do tempo de retencao

do pico do tiametoxam nos extratos das amostras com o tempo de retencao do pico do padrdo
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de tiametoxam, sendo o tr de 4,35 min. A Figura 3 apresenta os cromatogramas sobrepostos

dos extratos organicos da amostra fortificada com tiametoxam (2,5 mg L") e do branco.

Figura 3- Cromatogramas dos extratos obtidos da ESL-PBT de tiametoxam de uma amostra
fortificada e do branco. Condicoes de andlise: FM metanol:agua (30:70, v/v), vazdo de 1,0 mL min,
detec¢ao DAD a 254 nm, temperatura de 35 °C.
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Fonte: Proprio autor.

E possivel notar na Figura 3 que, na condigdo cromatografica definida, foi obtida uma
boa separacgao do pico do tiametoxam dos componentes coextraidos da matriz da amostra, além
de se obter um tempo de analise relativamente curto. Vale ressaltar que embora sejam extratos
obtidos de uma mesma amostra sob as mesmas condi¢des, verifica-se uma diferenca na
intensidade dos picos dos coextrativos comparando os dois cromatogramas. Isso esta
relacionado ao fato de que os extratos nao se referem exatamente a mesma por¢ao da amostra
de modo que os compostos presentes sao extraidos de maneiras diferentes. Independente disso,
nenhum interferente da matriz das folhas elui no mesmo tempo que o tiametoxam. Portanto,
essas condigdes cromatograficas foram selecionadas para as analises dos extratos da ESL-PBT

de tiametoxam das folhas de feijao.

4.2 Otimizacao da ESL-PBT de tiametoxam de folhas de feijoeiro

A extragdo de agrotoxicos de amostras diversas t€ém sido objeto de estudo de varios
autores ao longo dos anos. Uma preparacao da amostra que seja eficiente, economicamente
viavel, de rapida e simples execucdo e, principalmente, ambientalmente segura tem sido o foco

das analises de residuos de agrotdxicos nestas amostras. Para o presente estudo, a ESL-PBT foi



36

o método de preparo de amostras selecionado, pois atende aos critérios indicados, além de
apresentar boas taxas de recuperacdo e repetibilidade nas extra¢des de inseticidas (COSTA et
al.,2015; MORAIS et al., 2014; RODRIGUES et al., 2017). Para extrair de forma eficiente o
tiametoxam das folhas de feijdo foram otimizadas quatro condigdes do método ESL-PBT: o
solvente extrator, a massa da amostra, a propor¢do de volumes de agua e solvente extrator € o
tempo de congelamento.

Inicialmente, foi empregada uma proporcao 1:1 (v/v) de 4gua e solvente extrator, sendo
utilizados 4,0 mL de agua ultrapura e 4,0 mL de solvente extrator. Foram avaliados como
solventes extratores metanol, acetato de ctila, etanol e acetona. Nestas condi¢des, as amostras
nao congelaram dentro do periodo de congelamento estudado. Assim, uma propor¢ao de 1:2
(v/v) de 4gua e solvente extrator foi avaliada, uma vez que na literatura essa condi¢do ¢ indicada
como ideal para a ESL-PBT de agrotoxicos de amostras de solo e 4gua (VIEIRA, 2005) e de
amostras de alimentos e bebidas (GOULART, 2010; CARDOSO, 2019). As Figuras 4 ¢ 5
apresentam, respectivamente, fotos da separacdo das fases aquosa congelada (inferior) e
organica liquida (superior) ap0s a etapa de congelamento e os extratos organicos coletados em

vials ap0s a separagdo das fases.

Figura 4- Imagem da separagdo das fases aquosa e orgdnica na ESL-PBT de tiametoxam de folhas de

Fonte: Proprio autor.
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Figura 5- Imagem dos extratos da ESL-PBT de tiametoxam de folhas de feijao.

Fonte: Proprio autor.

4.2.1 Avaliacao do solvente extrator

Para a ESL-PBT de residuos de tiametoxam das folhas de feijoeiro, a escolha do
solvente extrator ¢ de suma importancia, tanto para a seletividade da extracao quanto para uma
recuperagdo maxima do inseticida da amostra. Assim, foram avaliados quatro solventes
extratores: metanol, acetonitrila, acetato de etila e acetona. Esses solventes foram escolhidos
por apresentarem temperaturas de fusdo e densidades inferiores as da é4gua, além de
apresentarem miscibilidade total em agua, viabilizando a particdo do analito a partir do
congelamento da fase aquosa.

Em um primeiro momento, foram verificados os solventes acetonitrila, acetato de etila,
metanol e acetona para o processo de ESL-PBT, na propor¢ao de volume 2,0:4,0 mL de agua:
solvente, utilizando a massa da amostra de 100 mg ¢ 4 h de congelamento. Os extratos
empregando a acetona e o metanol como extratores nao resultaram em separagao de fases, pois
ndo houve o congelamento da amostra. Desta forma, a acetona e o metanol foram eliminados
do estudo, sendo analisados apenas os extratos em acetonitrila e acetato de etila. A Figura 6
apresenta as porcentagens de recuperacgao do tiametoxam das folhas de feijoeiro, empregando

estes dois solventes.
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Figura 6- Porcentagens de recuperagdo do tiametoxam das folhas de feijoeiro pela ESL-PBT,
empregando os solventes acetonitrila e acetato de etila.
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Fonte: Proprio autor.

Conforme disposto na Figura 6, a acetonitrila apresentou uma taxa de recuperacao
semelhante ao acetato de etila, j& que estatisticamente ndo ha diferenga entre os valores. A
acetonitrila (ACN) ¢ um dos solventes mais empregados para extracdo de agrotdxicos, pois
apresenta compatibilidade com a fase movel da CLAE além das caracteristicas quimicas
adequadas para andlises de substancias de polaridades variadas (SANTANA, 2017; PINHO,
2007). Outra qualidade deste solvente ¢ o fato de extrair poucos interferentes lipofilicos das
matrizes das amostras em comparagdo aos demais solventes, como a acetona e o acetato de
etila, utilizados neste trabalho (MASTOVSKA, LEHOTAY, 2004). A acetonitrila apresentou
otimos resultados para extragdo de agrotoxicos em batata (RIGUEIRA et al., 2013), em agua e
solo (VIEIRA 2005; VIEIRA et al, 2007; MESQUITA et al, 2015), em banana prata
(CARDOSO, 2019) e em caja-manga (SANTANA, 2017).

Os cromatogramas provenientes das analises dos extratos em acetato de etila
apresentaram picos de alta intensidade para o extrator, registrados no inicio do cromatograma,
além de picos do tiametoxam com ombros e forte influéncia de coextrativos das folhas de
feijoeiro, o que impossibilitou a quantificagdo do tiametoxam de forma confiavel. Portanto, o

solvente selecionado para a ESL-PBT de tiametoxam em folhas de feijoeiro foi a acetonitrila.

4.2.2 Massa da amostra
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A massa de amostra foi o segundo fator estudado para a otimizagdo da ESL-PBT. A
quantidade da amostra foi avaliada para o dimensionamento do método em fun¢do da
disponibilidade de amostra, uma vez que a planta pode ndo se desenvolver adequadamente e
produzir folhas pequenas ou nao as produzir em quantidade suficiente para aplicacdo do
método. Com base nisso, massas de folhas de feijao inferiores a 1,000 g foram estudadas, uma
vez que a amostra apresenta baixa densidade e massas maiores demandariam grandes volumes
de solvente extrator para um processo de particao mais eficiente. Na Figura 7 sdo apresentadas
as porcentagens de recuperacao do tiametoxam em fun¢do das diferentes massas de folhas de

feijoeiro avaliadas.

Figura 7- Porcentagens de recuperagdo do tiametoxam das folhas de feijoeiro pela ESL-PBT em
fungdo da massa das amostras de 50, 100 e 250 mg.
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Fonte: Proprio autor.

Conforme apresentada na Figura 7, as massas da amostra de folhas estudadas
favoreceram a extragao do tiametoxam e nao se diferiram estatisticamente com relagdo as taxas
de recuperacao, entre 88,0 % e 97,0 %. Embora a maior taxa de recuperacao absoluta tenha sido
obtida com a massa de 50 mg, a menor massa de folhas apresentou maior dificuldade de
decantacdo durante a etapa de congelamento, requerendo uma etapa de centrifugagdo mais
demorada, aumentando o tempo de preparo de amostra.

De maneira semelhante, os resultados obtidos para a massa de 250 mg de folhas

empregada na ESL-PBT de tiametoxam demonstraram bons valores de taxa de recuperagdo do
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inseticida e, consequentemente, uma boa extracdo. Contudo, a andlise da amostra isenta do
analito constatou a elui¢do conjunta de outras substidncias com o tiametoxam, visto que o
cromatograma apresentou picos com ombro no tempo de retengdo do analito, nesta situagao.
Ou seja, elevadas massas podem proporcionar a extragdo de maiores quantidades de
componentes da matriz da amostra, os quais interfeririam na quantificagdo do mesmo.
Algumas matrizes ja estudadas na literatura contaram com massas de amostra acima de
1,000 g, como a ESL-PBT de agrotoxicos de polpa de caja-manga, maga, banana prata, solo e
mel (SANTANA, 2017; PUSSENTE, 2008; CARDOSO, 2019; MESQUITA et al., 2015;
SILVA, 2020). Uma massa de 100 mg de amostra foi empregada no estudo de extracdo de
residuos de fipronil de cascas de ovos, empregando o método ESL-PBT (OTAVIANO, 2022).
Portanto, ¢ possivel notar que a massa ¢ um parametro relativo a cada tipo de amostra. Entao,
para a ESL-PBT de tiametoxam de amostras de folhas de feijoeiro, a massa escolhida foi de
100 mg, visto que apresentou resultados estatisticamente similares aos demais e,
principalmente, por facilitar a pesagem e o congelamento, empregando um menor tempo no

preparo da amostra.

4.2.3 Volumes de dagua e solvente extrator

A propor¢do dos volumes de 4gua e solvente extrator foi outra varidvel do método ESL-
PBT estudada, haja vista que o analito € particionado entre as duas fases, aquosa e organica,
portanto, podendo afetar a eficiéncia da extracdo do tiametoxam. Como ja mencionado, a
propor¢ao 1:2 (v/v) demonstra maiores eficiéncias de extragdo de residuos de agrotoxicos na
literatura. Dessa forma, esta propor¢ao foi fixada avaliando diferentes volumes de agua e de
acetonitrila na ESL-PBT de tiametoxam de folhas de feijoeiro, 2,0:4,0; 3,0:6,0 e 4,0:8,0 mL.
As porcentagens de recuperagao do tiametoxam empregando os diferentes volumes de dgua e

solvente extrator estao apresentados na Figura 8.
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Figura 8- Porcentagens de recuperagdo de tiametoxam das folhas de feijoeiro pela ESL-PBT
empregando diferentes combinagdes de volumes de agua e solvente extrator.
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Fonte: Proprio autor.

E possivel notar, pela Figura 8, que a propor¢do de 3 mL de 4gua para 6 mL de
acetonitrila demonstrou maior taxa de recuperagao dos residuos do inseticida nas folhas de
feijdo, cerca de 89,3 %. A extragdo utilizando 4 mL de solvente extrator também resultou em
boas taxas de recuperagdo, cerca de 88,0 %. Ja em relagdo ao maior volume de agua e solvente
empregados, a porcentagem de extracdo foi de 73,0 %. A ESL-PBT de agrotoxicos envolve a
utilizacdo de maiores volumes de solvente, uma vez que o aumento do volume do extrator
proporciona uma melhor particao do analito para a fase extratora (GOULART, 2010). Estudos
sobre a otimizagao da ESL-PBT em amostras de banana prata, bolo e brigadeiro mostraram que
o aumento do volume do solvente para 4 mL proporcionou maiores percentuais de recuperagao
dos agrotoxicos (CARDOSO, 2019; GOULART, 2010), o que se encontra compativel com os
resultados deste trabalho. Entretanto, a eficiéncia da extracdo pode depender da matriz da
amostra justamente pela sua influéncia na particao do analito para a fase organica, de forma que
nao hd um volume padrdo do solvente extrator a ser utilizado na ESL-PBT. Para a determinacao
de poluentes organicos em solos, por exemplo, o volume de 8 mL de acetonitrila na ESL-PBT
foi empregado por apresentar maior taxa de recuperagdo (MESQUITA et al., 2015). Para a
extragcdo de agrotoxicos de polpa de caja-manga, os autores empregaram 6 mL de acetonitrila

resultando nas melhores taxas de recuperagcdo da ESL-PBT (SANTANA, 2017).
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Os volumes de agua e de solvente extrator escolhidos para a ESL-PBT de tiametoxam
das folhas de feijoeiro foram definidos como 2,0 mL de 4gua para 4,0 mL de acetonitrila, devido
as justificativas acima, bem como econdmicas € a menor geracao de residuos organicos ao meio

ambiente.
4.2.4 Tempo de congelamento

A principal caracteristica que diferencia a ESL-PBT de outros métodos de extracao esta
no abaixamento da temperatura para a parti¢ao (extragdo) do analito da fase da amostra para a
fase extratora. Assim, faz-se necessario o estudo do tempo necessario para a partigao total do
analito (tempo de congelamento) em fun¢do do tipo de amostra analisada (GOULART, 2010).
Diante disso, amostras de 100 mg e na proporcao 3:6 (v/v) 4gua: ACN foram submetidas a 120,
240, 360 e 480 min de congelamento com o objetivo de obter a maxima parti¢cao do inseticida
das folhas de feijoeiro. A Figura 9 apresenta as taxas de recuperac¢ao do tiametoxam nos tempos

de congelamento da amostra avaliados.

Figura 9- Porcentagens de recuperagdo de tiametoxam das folhas de feijoeiro pela ESL-PBT em
fungdo de diferentes tempos de congelamento.
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Fonte: Proprio autor.

Verifica-se, através da Figura 9, que ao aumentar o tempo de congelamento os resultados

de recuperacdo nao apresentam variagdes estatisticamente significativas entre si, apesar de se
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observar um decréscimo em valores absolutos com o aumento do tempo de congelamento. E
possivel notar que os tempos de 240 e 360 min atuaram, de forma eficiente, na recuperacao dos
residuos de tiametoxam com 89,3 e 92,0 %, respectivamente, entretanto, inferiores a
porcentagem obtida pelo tempo de 120 min de congelamento. Para o tempo de 480 min a taxa
de recuperagdo foi a mais baixa, 79,0 %, além de que houveram dificuldades quanto a
quantificagdo ja que o cromatograma apresentou picos com ombros. Acredita-se que a baixa
extracao pode ter ocorrido devido a adsorcao do tiametoxam com a superficie sélida congelada
da matriz das folhas de feijoeiro, com o tempo prolongado de contato da fase organica liquida
contendo o tiametoxam. Assim, o melhor resultado foi obtido com um tempo de congelamento
da amostra mais curto, resultando em 104,0 % de extracdo do inseticida. Este tempo de
congelamento proporciona também uma diminui¢do no tempo total de preparacdo de amostra.
Segundo o guia de validagdo e otimizagdo SANTE/11312/2021 sdo permitidas taxas de
recuperagdo de agrotoxicos na faixa de 70-120%, haja vista que os percentuais que excedem a
100% fazem referéncia ao efeito de matriz na extracdo (SANTE, 2022; PINHO et al., 2010;
CARDOSO 2019).

Estudos semelhantes que utilizaram a ESL-PBT para extracdo de agrotoxicos de
amostras de alimentos e solo apresentaram tempos de congelamento minimos de 3 h
(GOULART, 2010; FERREIRA, 2019; SANTANA, 2017; COSTA et al., 2014). Diante do
exposto, o tempo de congelamento de 2 h, juntamente com a massa de 100 mg de folhas
empregando os volumes de 2,0 mL de agua e 4,0 mL de ACN foram as condi¢des otimizadas

para a ESL-PBT de tiametoxam das folhas de feijoeiro.

4.3 Validacao do método de determinaciio de tiametoxam em folhas de feijoeiro

A validacdo de um método se refere a um processo continuo e estratégico para a
verificacdo das suas figuras de mérito (caracteristicas) que comprovam a eficicia da
metodologia para o proposito ao qual serd aplicada (ANVISA, 2017). Nesse sentido, as figuras
de mérito avaliadas neste trabalho foram seletividade, limite de quantificagdo, linearidade, faixa
dindmica linear, sensibilidade, efeito matriz, precisdo, exatidao e robustez, seguindo o guia da
Comunidade Europeia para controle de qualidade analitica e procedimentos de validagao do
método para andlise de residuos de agrotoxicos em alimentos e ragdes, documento

SANTE/11312/2021 (SANTE, 2022).

4.3.1 Seletividade
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A seletividade do método de extracdo do tiametoxam das folhas de feijao foi verificada
a partir da comparagdo dos cromatogramas dos extratos da amostra fortificada com o
tiametoxam e da amostra isenta do mesmo, conforme apresentado na Figura 3 (pag. 35). Foi
possivel observar que os componentes da matriz das folhas de feijao, coextraidos pela ESL-
PBT, ndo apresentaram potencial risco de interferéncia na resposta analitica do tiametoxam, ja
que o pico referente ao analito ¢ eluido de forma isolada no cromatograma. Dessa forma, a area
compreendida sob o pico em 4,35 minutos de analise, tempo de retengao do tiametoxam, refere-
se exclusivamente a eluicdo do analito. Conforme o guia SANTE/11312/2021, a seletividade
do método ¢ definida pela baixa interferéncia de outros compostos no pico do analito ou, de
modo que a mesma seja inferior a 30% da area total do tiametoxam (SANTE, 2022). Portanto,
¢ valido afirmar que o método selecionado ¢ seletivo para a quantificacao de tiametoxam nas

folhas de feijoeiro.

4.3.2 Limite de quantificagdo

O limite de quantificagdo do método se refere & menor quantidade do analito que ¢
possivel de ser quantificada com precisdo e exatiddo, dentro dos critérios estabelecidos para
essas duas figuras de mérito (ANVISA, 2017; SANTE, 2022). O LOQ foi determinado a partir
da injecao consecutiva de solugdes padrao de tiametoxam em concentragdes decrescentes até o
desaparecimento do pico do analito no cromatograma. Com isso, foram analisadas em
duplicatas as solucdes padrao de tiametoxam nas concentracdes de 10,0; 7,5; 5,0; 2,5; 1,0; 0,5;
0,25; 0,10; 0,05; 0,01; 0,005 e 0,001 mg L. Nos cromatrogramas da solugdo padrio de
tiametoxam a 0,001 mg L' ndo foi possivel diferenciar o sinal do ruido da linha de base no
tempo de retencdo do pico do analito. Com isso, 0 LOQ foi definido como sendo 0,005 mg L~
I, visto que as 4reas obtidas para trés inje¢des da solucdo padrio nesta concentragio foram de
38,36 e 37, sendo o desvio padrao relativo (RSD) igual a 2,7 %, o que implicou na detecgdo e
boa repetibilidade para determinac¢ao da concentragdo do tiametoxam na amostra. O documento
SANTE/11312/2021 define que o LOQ deve apresentar RSD <20 % para as medidas realizadas
em triplicata na menor concentragcdo quantificavel pelo método (SANTE, 2022).

O limite de detec¢ao (LOD) estd associado a menor concentracdo do analito que
consegue ser detectada pelo método com precisdo e exatiddo (ANVISA, 2017; SANTE, 2022).

O LOD pode ser determinado de diferentes maneiras, dentre as quais, a mais pratica ¢ aquela
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em que se relaciona com o limite de quantificagdo. Desse modo, o LOD foi determinado

diretamente pelo valor do LOQ, empregando a Equagdo 2 (WENZL et al., 2016).
LD = ?—; Equacao 2

No presente trabalho, o LOD obtido apresentou valor igual a 1,5x107% mg L,
considerando a Equagdo 2. O LOQ deve apresentar valor abaixo do limite maximo de residuos
(LMR) definido para o analito na amostra em analise. Como ndo hd LMR definido para o
tiametoxam em folhas de feijoeiro, foi usado como referéncia o LMR para o tiametoxam no
feijio com vagem, que é de 0,3 mg kg! (FAO, 2019). Portanto, sendo o LOQ de 0,005 mg L!
no extrato e considerando as condigdes da ESL-PBT, o LOQ corresponde a 0,2 mg kg! de
tiametoxam nas folhas do feijoeiro, que ¢ inferior ao LMR de tiametoxam em graos de feijao.
Logo, o método apresenta detectabilidade adequada para a quantificagdo de tiametoxam nas

amostras de folhas de feijoeiro.
4.3.3 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer respostas lineares a
concentracdo do analito na amostra (ANVISA, 2017). Em uma analise cromatografica isso
significa que a area do pico referente ao analito deve aumentar linearmente com a concentragao
do mesmo na amostra (SKOOG et al., 2009). A linearidade do método de determinagdo do
tiametoxam nas folhas de feijoeiro foi avaliada a partir da analise, em duplicata, de solugdes
padrio nas concentragdes de 0,005 a 10,000 mg L' de tiametoxam nas condi¢des
cromatograficas otimizadas. A menor concentracao para este estudo foi definida como sendo o
LOQ, menor concentracao quantificavel do tiametoxam. Assim, a Figura 10 apresenta o grafico
que relaciona as concentragdes analisadas do tiametoxam em fun¢@o da area do pico registrado

no tempo de retengdo para o composto.
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Figura 10- Relagdo entre as concentragoes de solucoes padrdo de tiametoxam em acetonitrila e a
area do pico do inseticida nos cromatogramas.
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Fonte: Proprio autor.

A Tabela 2 apresenta os parametros analiticos extraidos da relagdo entre a concentracao

e a resposta analitica do método para o tiametoxam.

Tabela 2- Parametros analiticos da relagdo entre a concentragdo do tiametoxam e a resposta analitica
do método cromatogrdfico.

Parametros da equacio da reta

Coeficiente de correlacao linear (r) 0,99994

Coeficiente de determinacio (R?) 0,99989

Coeficiente angular (L mg™') 0,03447

Coeficiente linear 0,00111
Equagdo da reta Apico=0,00111 + 0,03447%Ctiametoxam

Fonte: Proprio autor.

Através da Figura 10 ¢ possivel notar a linearidade dos dados compreendidos entre as
concentracdes de 0,005 a 10,000 mg L' de tiametoxam. A validagio da linearidade da relacio
foi obtida a partir da regressdo linear dos dados, resultando em uma equagdo de reta. Os
parametros avaliados para a confirmag¢ao da linearidade foram o coeficiente de correlagdo linear
(r) e o coeficiente de determinagiio (R?). De acordo com o guia de validagdo da Comunidade
Europeia, um método é definido como linear quando r > 0,99 ou R? > 0,98 (SANTE, 2022).
Com isso, considerando os coeficientes obtidos pela regressao linear, conforme apresentado na
Tabela 2, o método de determinacdo de tiametoxam nas folhas de feijoeiro responde de forma

linear a concentragao do inseticida nas amostras.
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4.3.4 Faixa dinamica linear e sensibilidade

A faixa dinamica linear ou faixa de trabalho ¢ o intervalo de concentra¢des em que se
espera encontrar o analito na amostra pesquisada (ANVISA, 2017). Para esse estudo, as
solugdes padrdo do analito devem ser preparadas em solvente (padrao externo), quando a matriz
da amostra nao apresenta interferéncia no sinal do analito, ou no préprio extrato da matriz
(adigdo padrao) caso a amostra seja complexa e o efeito matriz pronunciado na resposta
cromatografica (HARRIS, 2005). No presente trabalho, a faixa dinamica linear foi estabelecida
no intervalo das concentragdes do tiametoxam entre o limite de quantificacdo e 100xLOQ.
Assim, foram analisadas solugdes padrao de tiametoxam preparadas em acetonitrila e no extrato
nas concentracdes de 0,005 a 0,500 mg L. A Figura 11 apresenta as curvas analiticas obtidas

nas condi¢des cromatograficas otimizadas.

Figura 11- Curvas analiticas obtidas na faixa de trabalho do método a partir de solucoes padrdo de
tiametoxam preparadas em acetonitrila e no extrato da matriz.
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Fonte: Proprio autor.

A Tabela 3 apresenta os parametros extraidos das curvas analiticas apresentadas na

Figura 11.
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Tabela 3- Parametros relacionados as curvas analiticas para o tiametoxam obtidas pelo método do
padrdo externo e da calibragdo no extrato.

Parametros analiticos | Curva analitica em solvente | Curva analitica no extrato
Coef. de correlagdo linear (r) 0,99959 0,99884
Coef. de determinagdo (R?) 0,99918 0,99769
Coef. angular (L mg™") 40,948 46,504
Coef. linear -0,438 -0,105
Equagao da reta A =-0,438 + 40,948 % Ciametoxam | A =-0,105 + 46,504 % Ciiametoxam
Faixa de trabalho (mg L) 0,005 a 0,500 0,005 a 0,500

Fonte: Proprio autor.

Analisando a Figura 11 e a Tabela 3 observa-se que o método apresenta boa linearidade
na faixa de trabalho de 0,005 a 0,500 mg L' de tiametoxam, uma vez que os coeficientes de
determinacgio (R?) e de correlagdo linear (r) apresentam valores acima dos critérios de aceita¢io
estabelecidos (SANTE, 2022). Com isso, as equagdes de reta das curvas analiticas apresentadas
sdo validas para a conversao das areas de pico do tiametoxam em concentragoes do inseticida
extraido das amostras de folha de feijoeiro, dentro da faixa de trabalho dinamica linear.

A sensibilidade do método de determinagdo do tiametoxam foi obtida pelos valores dos
coeficientes angulares das duas curvas analiticas, registrando-se 40,948 ¢ 46,504 L mg™! para a
curva analitica no solvente e no extrato, respectivamente. Observa-se, portanto, que a
sensibilidade do método aumenta com o emprego da curva analitica preparada no extrato da
matriz em relagdo aquela preparada em solvente. Este fato pode estar associado a presenga de
efeito matriz no processo de extracdo. Comparativamente a outros trabalhos na literatura, a
ESL-PBT de tiametoxam, nas condi¢des otimizadas, apresentou maior sensibilidade para
amostras de folhas de feijdo do que em amostras de maga (PUSSENTE, 2008). Portanto, o
método da ESL-PBT de tiametoxam de folhas de feijoeiro responde de forma linear ao teor de
tiametoxam na faixa de 0,005 e 0,500 mg L' de tiametoxam e sensibilidade, no minimo,
comparavel a outros métodos ESL-PBT para extracdes de residuos de agrotoxicos em

alimentos.

4.3.5 Efeito matriz

O efeito matriz ¢ o resultado da interferéncia dos componentes da matriz da amostra na
resposta analitica do analito (ANVISA, 2017; SANTE, 2022). O efeito matriz do método de
determinagdo de tiametoxam nas amostras de folhas de feijao foi avaliado, qualitativamente, a

partir da comparacdo das curvas analiticas obtidas para as solu¢des padrdo preparadas em
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solvente e no extrato da matriz, Figura 11. Nota-se que as inclina¢des das duas curvas analiticas
se diferem ligeiramente, portanto, ndo sdo exatamente paralelas, o que indica um pequeno efeito
de componentes da matriz das folhas de feijoeiro na resposta do tiametoxam (ANVISA, 2017,
SANTE, 2022). O efeito matriz foi determinado quantitativamente empregando a Equagao 1
(PRESTES, 2007; SANTE, 2022). A porcentagem do efeito matriz (%EM) obtida foi de
+13,6 % e, isso implica que compostos da matriz de folhas, mesmo ndo coeluindo no tempo de
retencdo do tiametoxam, afetam positivamente a resposta do método para o analito. Segundo o
documento SANTE/11312/2021, %EM abaixo de 20 % sdo pouco significativas, podendo
considerar o método sem efeito matriz. No entanto, experimentalmente foi verificada a presenca
de um extrato colorido, devido a extracao de pigmentos das folhas vegetais da matriz, tornando
necessaria a limpeza periddica da coluna utilizada com fases moveis com maiores forgas de
eluicdo para evitar o aumento do efeito matriz. Os resultados para o efeito matriz corroboram
com os obtidos para a sensibilidade, em que foi observada maior sensibilidade para o método
quando se utiliza a curva preparada no extrato da matriz. Com isso, a determinagdo das
concentragdes do tiametoxam nas amostras foram obtidas a partir da equacao da reta da curva

analitica preparada no extrato da matriz.

4.3.6 Ensaios para avaliagdo da exatiddo e precisdo do método

A exatidao de um método remete a concordancia dos resultados com o valor de
referéncia ou verdadeiro, evidenciado através de um valor padrdo, da comparacdo entre
métodos, da adicao padrao ou por ensaios de adicao e recuperagao (ANVISA, 2017; RIBANI,
et al. 2004). A precisao se define como a proximidade dos resultados experimentais entre si
quando obtidos perante ensaios realizados sob as mesmas condigdes, ou seja, mesmo
procedimento experimental, analista, equipamentos/ condi¢gdes cromatograficas, laboratério e
menor espaco de tempo entre cada uma das repetigdes (INMETRO, 2007; SANTE, 2022), este
fator diz respeito a repetibilidade do método. Todavia, a precisdao também pode ser avaliada a
partir da concordancia dos resultados obtidos com a mesma amostra submetida a0 mesmo
procedimento e laboratdrio, porém sob diferentes variaveis, como dias de realizacdo dos
experimentos, analistas e equipamentos/condi¢des cromatograficas, definida como precisao
intermediaria do método ou reprodutibilidade dentro do laboratéorio (ANVISA, 2017;
INMETRO, 2007; SANTE 2022).

A exatiddo e a precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade dentro do laboratério) do

método de determinacao de tiametoxam das folhas de feijao foram realizadas a partir de ensaios
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de adigdo e recuperacdao em dois niveis de concentragdes do tiametoxam, SXLOQ e 10xLOQ
em sextuplicata. A reprodutibilidade dentro do laboratorio foi avaliada pela realizacdo das
extracdes de tiametoxam de folhas de feijoeiro em quatro dias e por dois analistas diferentes
(analistas A e B). A exatiddo foi avaliada pelas porcentagens de recuperagdo em comparacao as
concentragdes adicionadas de tiametoxam nas amostras antes da extragdo. A Tabela 4 apresenta
os valores de porcentagens de recuperagdo (%R) e desvio padrio relativo (RSD) referentes aos

diferentes dias de execu¢ao do método pelos diferentes analistas.

Tabela 4- Porcentagens de recuperagdo e desvios padrdo relativos para o tiametoxam extraido pelo
método de ESL-PBT de folhas de feijoeiro em dois niveis de fortificag¢oes.

Analista A Analista B
(z;fgeﬁ)ﬁa)m Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
R(%) RSD(%) R(%) RSD(%) R(%) RSD(%) R(%) RSD(%)
99,1 89,9 108,9 103,6
97,8 95,6 96,6 100,9
0,025 86,2 86,8 96,5 96,3
(5xLOQ)  102,2 38 88,9 47 100,4 79 105,8 +0
93,6 96,7 108,8 106,4
98,1 87,3 117,3 -
Média 96,2 90,9 104,7 102,6
84,9 99,7 83,8 82,9
74,3 96,6 87,6 78,0
0,050 78,0 87,9 83,9 78,1
(10xLOQ) 70,9 20 91,5 6.3 76,8 10,5 78,3 26
65,5 86,8 66,1 78,6
79,1 100,4 89,1 -
Média 75,5 93,8 81,2 79,2

Fonte: Proprio autor.

Observa-se, a partir da Tabela 4, bons percentuais de extragdo independentemente dos
dias e analistas estudados. Em termos de exatiddo, as taxas de recuperacdao do analito variou,
em média, de 75 a 105 %, dentro da faixa de aceitagdo, 70 a 120 %, preconizada pelo guia de
validacao da Comunidade Europeia para residuos de agrotoxicos em alimentos (SANTE, 2022).
Com relagdo a repetibilidade do método de determinagdo de tiametoxam em folhas de feijoeiro,
verifica-se que os valores de RSD oscilaram entre 2,6 € 10,5 %, considerando os diferentes dias
de execucdo do método e os dois analistas. Estes valores estdo abaixo de 20 %, maximo

recomendado pelo documento SANTE/11312/2021, indicando que o método proposto
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apresenta boa repetibilidade (intra-dias) dos resultados. Os resultados da reprodutibilidade
dentro do laboratério (ou precisdo intermediaria), que se referem ao RSD para as medidas

realizadas entre dias diferentes e por analistas diferentes sao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5- Porcentagens de recuperagdo e desvios padrdo relativos para o tiametoxam extraido pelo
método de ESL-PBT de folhas de feijoeiro em dois niveis de fortificacoes em diferentes dias por
analistas distintos.

Ctiametoxam (mg L) R (%) RSD(%)
0,025 (5xLOQ) 98,4 8,0
0,050 (10xLOQ) 82,6 11,3

Fonte: Proprio autor.

O desvio padrao relativo para as extragdes de tiametoxam de folhas de feijoeiro
realizadas inter-dias por dois analistas diferentes também se encontram abaixo dos 20 %
preconizados pelos protocolos de validagao (ANVISA, 2017; SANTE, 2022), confirmando que
a execugdo do método ESL-PBT permanece precisa mesmo quando realizada por outro analista
em outro momento. Portanto, considerando a discussdo pautada, considera-se o método para a
determinagdo de tiametoxam em folhas de feijdo como preciso e exato, visto que os desvios
padrdo relativos sdo inferiores a 20 % e as porcentagens de recuperacdo estdo compreendidas

na faixa de 70 a 120 % (SANTE, 2022).

4.3.7 Robustez

A robustez de um método indica a capacidade do mesmo em apresentar respostas
semelhantes frente a pequenas variagdes em suas condi¢des (ANVISA, 2017; SANTE, 2022).
Para o estudo da robustez do método de determinagdo de tiametoxam em folhas de feijao foi
aplicado o teste de Youden, que se trata de um planejamento estatistico multivariado
(YOUDEN; STEINER, 1975). De acordo com este teste, foram realizadas 8 extracdes ESL-
PBT de tiametoxam das folhas de feijoeiro, avaliando 7 fatores distintos em dois niveis cada
(condicao otimizada e condi¢ao modificada) simultaneamente por meio de um planejamento
fatorial fracionario 27 (SILVA et al., 2023). Este teste visa simular pequenas alteracdes na
metodologia de determinacdo do tiametoxam decorrentes da impossibilidade de reproduzi-la
exatamente da forma que foi otimizada, seja pela auséncia de uma marca especifica de solvente,
pelo uso de um equipamento diferente etc. Para tal, as variagdes provocadas no método

otimizado foram realizadas de forma deliberada, ou seja, intencionalmente conforme o
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planejamento descrito na Tabela 1. Os efeitos de cada uma das sete modifica¢cdes provocadas
na metodologia foram medidos a partir da diferenga das taxas médias de recuperagdo de
tiametoxam na condicdo otimizada (4 experimentos) e€ na condi¢do modificada (4
experimentos). Os efeitos dos fatores avaliados na robustez do método de determinagdo de

tiametoxam das folhas sdo apresentados na Figura 12.

Figura 12- Efeitos da modificagdo de algumas variaveis na metodologia de determinagdo de
tiametoxam em folhas de feijoeiro, conforme teste de Youden (1975).

Volume extrator 2,05
Tempo de congelamento -4,62
Massa de amostra 2,13
Fornecedor da ACN da FM 1,42
Vazao da FM -7,08
% ACN na FM -0,68

Temperatura da coluna 3,15

T T T T T T T T T T T
-20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20
Efeito (%)

Fonte: Proprio autor.

E possivel notar que as modificagdes realizadas no método diminuem ou aumentam as
taxas de recuperacdo do tiametoxam das amostras de folhas de feijoeiro, porém a variacao da
resposta foi inferior a 7,1 %, mantendo as taxas de recuperacdo dentro da faixa recomendada
de 70 a 120 % (SANTE, 2022). O maior efeito foi causado pela variacao da vazao da fase
movel, resultando em deslocamento do pico do tiametoxam no cromatograma e,
consequentemente, na sua quantificagdo. Assim, houve uma reducdo, em média, de 7,1 % da
taxa de recuperacao do tiametoxam com a diminuicao da vazao da fase mével em 0,2 mL min
I. O segundo maior efeito no método foi provocado pelo aumento do tempo de congelamento
durante a etapa de extragdo, resultando em uma reducao de 4,6 %, em média, na taxa de
recuperacdo do tiametoxam. O aumento da temperatura da coluna leva a uma redugao do tempo
de retencao do analito devido a diminui¢do da viscosidade dos solventes da FM, aumentando a
taxa de transferéncia de massa do analito entre as fases movel e estacionaria. Essa alteracao no
método resultou na terceira maior variacao da taxa de recuperacdao do tiametoxam no teste de

robustez, uma reducao de 3,2 %. Em sintese, a variacdo da vazao da fase movel e do tempo de
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congelamento sdo os fatores que levaram a maiores efeitos na porcentagem de extragdo do
tiametoxam, embora os efeitos mantenham a recuperagao do tiametoxam dentro da faixa de 70
a 120 %, indicando que a metodologia de determina¢do de tiametoxam nas folhas de feijoeiro

pode ser considerada robusta.
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5 CONCLUSOES

A extragdo solido-liquido com particdo a baixa temperatura foi otimizada, no presente
trabalho, para a extracdo de tiametoxam das folhas de feijoeiro e apresentou eficiéncia para o
propdsito desejado, uma vez que as recuperacdes dos residuos do inseticida estiveram na faixa
de 90 % a 100 %. Dentre os pontos positivos, o método adotado se define como um processo
de facil execucao, simples, relativamente rapido e que requer pouca intervengao do analista.
Embora haja a necessidade do uso de solventes organicos, o volume ¢ inferior aos utilizados
pelos métodos de extragdo solido-liquido tradicionais, bem como emprega solventes menos
toxicos. Vale mencionar também que o fato de ndo empregar qualquer reagente ou solvente
adicional, torna o processo economicamente viavel e ambientalmente seguro proporcionando
ao método vantagens requeridas para os métodos de extragdo modernos.

Além disso, através da validagdo do método, foi comprovada a confiabilidade do mesmo
para determinagdes em niveis tragos do tiametoxam de folhas de feijoeiro, haja vista o baixo
limite de quantificagdo obtido (0,2 mg kg™!), mesmo empregando um sistema CLAE-DAD para
quantificagdo. A resposta do método para a faixa de trabalho selecionada indicam que,
independentemente do baixo efeito matriz observado, os sinais analiticos medidos para o pico
do tiametoxam sao diretamente lineares as concentragdes do analito nas amostras de folhas de
fejjoeiro. O método apresentou boas seletividade, precisao e exatidao para a determinagao do
tiametoxam nas folhas do feijoeiro. A metodologia se mostrou robusta tanto para pequenas
alteragdes realizadas na etapa de preparagdo da amostra quanto para aquelas realizadas na etapa
de quantificacdo dos extratos. Por fim, todas as figuras de mérito atenderam as especificagdes
do guia de validagdo selecionado de forma a demonstrar que, oficialmente, o método ¢ eficiente
para a determinacdo de tiametoxam nas folhas de feijoeiro. Assim, o método devera ser
empregado em trabalhos futuros para monitorar os residuos de tiametoxam em folhas de
feijoeiro 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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