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EPIGRAFE

“Que todos os nossos esforgos estejam sempre focados no
desafio a impossibilidade. Todas as grandes conquistas
humanas vieram daquilo que parecia impossivel”

Charles Chaplin



RESUMO

O destino dos agrotoxicos, independente da forma de aplicacdo, ¢ comumente os
compartimentos ambientais, em especial, o solo. Nesse ambiente, a molécula pode seguir
diferentes caminhos, afetando diversos ecossistemas e seres vivos. O tiametoxam ¢ um dos
inseticidas mais aplicados nas monoculturas de grios brasileira, no entanto, métodos para
monitorar os seus residuos no solo ainda sdo incipientes. Neste estudo buscou-se desenvolver
uma metodologia analitica para determinar residuos de tiametoxam em latossolo vermelho
utilizado no plantio de feijao. O método escolhido para a preparagdo de amostra de solo foi a
extragdo solido-liquido com parti¢do a baixa temperatura (ESL-PBT), e a quantificagdo dos
extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do por arranjo de fotodiodos
(CLAE-DAD). O método ESL-PBT foi otimizado sob os principais fatores que afetam a
extragcdo do tiametoxam das amostras de solo, como: tipo de solvente extrator, quantidade de
amostra, volumes de agua e de solvente extrator, adicdo de sal e o tempo de congelamento.
Nesta etapa, foram definidas como condigdes 6timas da ESL-PBT de tiametoxam de solo a
acetonitrila como solvente extrator, empregando 4 mL para 2 mL de solucdao aquosa de KCI a
10 % (m/v) para 1000 mg de solo, com cerca de 85 % de recuperagao do tiametoxam. Apos a
otimizagdo, procedeu-se a validacdo do método, quanto aos parametros seletividade,
linearidade, faixa de trabalho, limite de quantificag¢do, exatidao, precisdo e robustez, seguindo
as diretrizes do guia de validagdo da Comunidade Europeia. O método de determinagdo de
tiametoxam de solos apresentou como principais figuras de mérito, taxas de recuperacdo na
faixa de 70 a 98 %; boa precisdo, com desvios padrdo relativos < 6 %, limite de quantificagao
de 0,04 mg kg de tiametoxam no solo, inferior ao limite maximo de residuos em grios de
feijao de 0,3 mg kg!. Assim, a metodologia analitica proposta demonstrou ser capaz de extrair
e quantificar de forma réapida, simples e eficiente o tiametoxam em amostras de latossolo
vermelho, tipico da regido do Cerrado Brasileiro. O método se encontra apto a ser aplicado em
amostras de solo de cultivo de feijoeiro, com potencial contaminagdo pelo inseticida

tiametoxam.

Palavras-chave: Cromatografia liquida, latossolo vermelho, agrotoxicos, tiametoxam,

valida¢ao de métodos



ABSTRACT

The destination of pesticides, regardless of the type of application, is commonly the
environmental compartments, such as the soil. In this compartment, the pesticide molecule can
follow different paths, affecting several ecosystems and living beings. Thiamethoxam is one of
the most applied insecticides in Brazilian grain monocultures. However, methods to monitor its
residues in the soil are still incipient. This study sought to develop an analytical methodology
to determine thiamethoxam residues in red latosol used in bean planting. The method chosen
for soil sample preparation was solid-liquid extraction with a low-temperature partition (ESL-
LTP) and quantification of extracts by high-performance liquid chromatography with
photodiode array detection (HPLC-DAD). The ESL-LTP method was optimized under the main
factors that affect the extraction of thiamethoxam from soil samples, such as type of extractor
solvent, amount of sample, volumes of water and extractor solvent, the addition of salt, and
freezing time. In this step, optimal conditions for the ESL-PBT of thiamethoxam in soil were
defined as acetonitrile as extractor solvent, using 4 mL for 2 mL of 10 % (w/v) KCI aqueous
solution for 1.0 g of the soil sample, with about 86 % recovery of thiamethoxam. After the
optimization, the method validation was performed, regarding the selectivity, linearity, working
range, quantification limit, accuracy, precision, and robustness parameters, following the
guidelines for the analytical method validation of the European Community. The method for
the determination of thiamethoxam in soil samples presented recovery rates in the range of 70
to 98 %; good precision, with relative standard deviations < 6 %; limit of quantification of 0.04
mg kg™ of thiamethoxam in soil, lower than the maximum residue limit in bean grains of 0.3 mg
kg!. Thus, the proposed analytical methodology proved to be quick, simple, and efficient for
the extraction and quantification of thiamethoxam in red latosol samples, typical of the
Brazilian Cerrado region. The method can be applied in soil samples of bean cultivation, with

potential contamination by the insecticide.

Keywords: Liquid chromatography, red latosol, pesticides, thiamethoxam, method validation.
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1 INTRODUCAO

Desde o inicio da civilizagdao, o ser humano tem sido o principal responsavel pelas
transformagodes ocorridas na natureza, em decorréncia da evolugdo de sua espécie e da busca
por espaco e recursos alimentares. H& cerca de 10.000 anos, com o desenvolvimento agricola,
a densidade populacional comegou a aumentar, resultando em mudangas significativas nas
interacdes entre as espécies. O ser humano passou a armazenar graos, vegetais e carne,
transformando esses estoques em fontes de alimento tanto para as comunidades humanas quanto
para os animais domésticos. Os campos cultivados, no entanto, passaram a ser alvos de diversas
espécies de insetos e roedores, que encontraram nessas areas uma fonte abundante de alimento.
Além disso, insetos, fungos e bactérias também passaram a atacar as plantacdes. Essas espécies
proliferaram rapidamente devido a disponibilidade de alimento, causando interferéncias no
bem-estar humano e sendo, consequentemente, consideradas pragas (BRAIBANTE; ZAPPE,
2012). A forma mais rapida e eficiente de combate a estas pragas, até os dias atuais, continua

sendo a aplicacdo de agrotoxicos nas culturas.

1.1 Agrotoxicos

Os agrotoxicos também conhecidos como pesticidas, sdo compostos quimicos sintéticos
desenvolvidos com o propdsito de direcionar reagdes bioquimicas especificas em insetos,
microrganismo, animais € plantas considerados como pragas, visando seu controle ou
eliminagdo. Essa denominag¢do abrange uma variedade de substancias que sdo utilizadas na
agricultura, incluindo inseticidas (para o controle de insetos), fungicidas (para o controle de
fungos), herbicidas (para combater plantas invasoras), fumigantes (para o combate de bactérias
do solo), algicidas (para combater algas), avicidas (para o controle de aves), nematicidas (para
controle de nematoides), moluscidas (para controle de moluscos), acaricidas (para controle de
acaros), bem como reguladores de crescimento, desfolhantes (para remog¢do de folhas
indesejadas) e dissecantes (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).

Os agrotoxicos sao comumente aplicados diretamente nos solos ou nas plantas. No caso
da aplicacdo sobre as plantas, estima-se que cerca de 50 % da dose total aplicada possa
eventualmente atingir o solo, o qual atua como o principal receptor e acumulador desses
compostos (VICARI, 2013). Os agrotoxicos no ambiente do solo estdo sujeitos a trés processos

principais: sor¢ao, degradacgao e lixiviagdo. A sor¢do pode retardar ou impedir a movimentagao



dos agrotoxicos no solo, além de afetar sua disponibilidade para ser absorvido pelas raizes das
plantas ou degradado por microrganismos. A degradagdo dos agrotdxicos no solo pode ocorrer
por processos quimicos, microbioldgicos e fotolise (acdo da luz). No entanto, a maioria dos
agrotoxicos no solo ¢ degradada principalmente por acdo de microrganismos. Quanto a
lixiviagdo dos residuos de agrotoxicos, essa ocorre devido a acdo da agua de chuva ou de
irrigagdo, levando os residuos de agrotoxicos de um ambiente para outro (SCORZA JUNIOR
etal.,2010).

A utilizagdo de agrotoxicos na agricultura pode causar perturbacdes e impactos, uma
vez que podem exercer pressao seletiva sobre os organismos e alterar a dindmica bioquimica
natural, resultando em mudancas na fun¢do do ecossistema (SPADOTTO et al., 2004). A
avaliacdo e a classificagdo do potencial de periculosidade ambiental de um agrotoxico sdo
fundamentadas em estudos fisico-quimicos, toxicoldgicos e ecotoxicologicos. Com base nesses
estudos, os agrotoxicos podem ser classificados em diferentes classes de periculosidade
ambiental, variando de I a IV: produtos altamente perigosos ao meio ambiente (Classe 1),
produtos muito perigosos ao meio ambiente (Classe II), produtos perigosos ao meio ambiente
(Classe III) e produtos pouco perigosos ao meio ambiente (Classe IV) (RIBAS;
MATSUMURA, 2009).

A classificagdo dos agrotdxicos com base nos efeitos a saude resultantes da exposicao
humana a essas substancias pode levar a diferentes categorias toxicoldgicas, resumidas na

Tabela 1.

Tabela 1. Classifica¢do dos agrotoxicos referentes a sua toxicidade a satide humana.

Classe toxicologica Toxicidade DL 5o Faixa colorida

I Altamente toxico Entre 5 e 50 mg/kg Amarela

- Muito pouco toxico Acima de 5000 mg/kg -

Fonte: adaptado de (RIBAS; MATSUMURA, 2009).

Agrotoxicos altamente toxicos podem destruir uma grande parte da fauna e flora
microbiana do solo, o que pode levar ao surgimento de organismos patogénicos adaptados as
condi¢des de contaminacdo (SPADOTTO et al., 2004). Adicionalmente, a utilizagdo excessiva
de agrotoxicos e a constante exposi¢ao do ecossistema tém conduzido ao desenvolvimento de

resisténcia genética por parte de pragas. Isso resulta na necessidade de aumentar as dosagens
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desses agrotoxicos, elevando, consequentemente, a potencialidade de contaminacdo dos
alimentos nas planta¢des. Além disso, esse cenario promove a reducdo e simplificagdo da
diversidade genética e biologica, tornando o ecossistema mais suscetivel a novos tipos de pragas
e doencas. O uso inadequado e intensivo dos agrotoxicos pode contaminar o solo, assim como
os lengodis freaticos subterraneos, podendo afetar regides distantes da area de aplicagdo do

produto quimico (OLIVEIRA, 2021).

1.1.1 Algumas propriedades dos agrotoxicos e sua rela¢do com o ambiente

Entender e determinar a meia-vida dos agrotdxicos no solo, na agua e até mesmo na
atmosfera ¢ de extrema importancia. Essa andlise, juntamente com outras propriedades como
solubilidade e volatilizacdo dos agrotoxicos, permite avaliar o seu potencial de contaminacao
ambiental.

O conhecimento da solubilidade do agrotoxico em agua auxilia na compreensdo sobre
sua capacidade de lixiviacdo, ou seja, a capacidade do agrotoxico de se mover através do solo
com auxilio de fluxos de 4gua provenientes da chuva ou de sistemas de irrigacdo. Essa
informagao ¢ essencial para determinar a presenga no solo ou o deslocamento dos agrotoxicos,
seja por escoamento superficial ou por percolagdo, pelas camadas de solo.

A solubilidade do agrotoxico em agua esta diretamente relacionada ao coeficiente de
particdo octanol-agua (Kow). O Kow € um parametro que indica a afinidade de um composto
quimico com gorduras (lipofilicidade) ou com agua (hidrofilicidade). Os agrotoxicos podem
ser classificados em uma ampla faixa de hidrofilicidade variando desde aqueles com alta
afinidade pela dgua até os extremamente lipofilicos, que sao totalmente insoluveis em dgua. No
caso em que o agrotoxico € hidrofilico, ele serd facilmente solubilizado pelas moléculas de d4gua
presentes na superficie, 4guas subterraneas e até mesmo na atmosfera. Consequentemente, esses
compostos terdo maior probabilidade de se movimentar pelos compartimentos ambientais,
aumentando areas de contaminagdo, especialmente quanto mais baixos forem seus valores de
Kow. Por outro lado, altos valores de Kow para moléculas dos agrotoxicos sdo indicativos de
afinidade por substancias apolares, lipofilicas. Essa situagdo também confere riscos para o meio
ambiente, pois podem se fixar na matéria organica do solo e permanecer naquele compartimento
contaminando-o (CAMPANHOLA; BETTIOL, 2003; GOULART et al., 2022).

O coeficiente de adsor¢@o a matéria organica do solo (Koc) € outro parametro importante
relacionado a solubilidade e comportamento dos agrotoxicos no ambiente. O Koc € uma

propriedade fisico-quimica de um composto que esta diretamente relacionada a capacidade de
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adsorcdo de moléculas organicas a matéria organica do solo. Ele representa a particdo das
moléculas do agrotdxico entre a matéria organica do solo e a solu¢do aquosa do solo, esta tlltima
proveniente da dgua de irrigagdo, de chuvas etc. Agrotoxicos com valores elevados de Koc tém
uma maior tendéncia a serem adsorvidos pela matéria organica devido a sua maior afinidade
com esse meio. Em contrapartida, agrotoxicos com baixos valores de Ko apresentam uma maior
afinidade com a solugdo aquosa do solo e consequentemente, uma menor afinidade com a
matéria organica. O Koc ¢ uma propriedade que pode variar dependendo do tipo de solo e das
caracteristicas quimicas do ingrediente ativo, o que significa que um agrotéxico pode exibir
variagcdes nos valores de Ko.. Essa propriedade ¢ considerada fundamental para prever a
movimentagdo ambiental dos agrotoxicos. Agrotoxicos com alta afinidade de adsor¢ao ao solo
tém uma menor probabilidade de serem transportados por meios aquosos, ja que sao retidos por
esse meio. Dessa forma, eles sdo menos propensos a contaminar as aguas superficiais e

subterraneas (WAUCHOPE et al., 2002; GOULART et al., 2022).

1.1.2 Tiametoxam

O tiametoxam (TMX) ¢ um inseticida de amplo espectro, por ser eficiente no combate
a diversos tipos de insetos, da classe dos neonicotinoides, assim denominada por ser constituida
de moléculas sintéticas analogas a nicotina. O nome quimico do composto, conforme a
nomenclatura da IUPAC, ¢ 3-(2-cloro_tiazol-5-ilmetil)-5-metil-[1,3,5]oxadiazinan-4-ilideno-
N-nitroamina. A molécula de TMX foi sintetizada pela primeira vez em 1991, mas sua
comercializagio comegou somente em 1998, sob os nomes comerciais de Actara®, para
aplicagdo no solo e pulverizagdo foliar, ou Cruiser® para o tratamento de sementes. O
tiametoxam possui uma estrutura quimica Uinica, como mostrado na Figura 1, e apresenta uma
potente atividade inseticida. O TMX ¢ considerado o primeiro representante dos
neonicotinoides de segunda geragdo, pertencendo a subclasse dos compostos tianicotinil
(CARVALHO et al., 2011). O tiametoxam ¢ amplamente utilizado para o controle de insetos
em varias culturas, sendo aplicado por pulverizacdo nas folhas das plantas ou incorporado ao
solo através de granulos ou diluido em 4gua para tratamento de sementes (SCORZA JUNIOR

etal.,2010).
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Figura 1 Estrutura quimica do tiametoxam.
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Fonte: (CARVALHO et al., 2011).

A classe dos inseticidas neonicotinoides ¢ reconhecida pela sua alta seletividade aos
inimigos naturais das lavouras, devido as suas diferentes afinidades com os receptores
nicotinicos presentes em diferentes insetos (CARVALHO et al., 2011).

O TMX tem sido amplamente utilizado em mais de 115 culturas, abrangendo pelo
menos de 64 paises. Sua acdo seletiva tem fortes efeitos sobre o sistema nervoso central dos
insetos, enquanto apresenta baixa toxicidade para mamiferos (SOUZA, 2017). O TMX ¢
lentamente metabolizado pelas plantas, o que resulta em sua persisténcia e atividade contra
pragas sugadoras e mastigadoras por um periodo prolongado apds a aplicagdo. Essa propriedade
do tiametoxam permite um controle eficaz dessas pragas por varias semanas apds a aplicagdo
do produto (CARVALHO et al., 2011).

O TMX possui alta solubilidade em agua, cerca de 4,1 g/L a uma temperatura de 25 °C,
um Kow de -0,13 a pH 6,8 e um Koc de 70 mL g sendo considerado um composto altamente
polar. Seu ponto de fusdo ¢ de 139,1 °C e possui uma massa molar de 291,72 g/mol (SOUZA,
2017). Essas caracteristicas indicam que o tiametoxam possui pouca tendéncia a se ligar as
camadas organicas dp solo, o que significa que uma quantidade significativa do produto
aplicado na superficie terrestre permanece na solugdao aquosa do solo e pode ser lixiviada para
camadas mais profundas, com acao do fluxo de 4guas que percolam o solo (CARVALHO et al.,
2013).

Existem poucos estudos sobre a dissipacdo do tiametoxam em solos, e eles estdo
principalmente concentrados em solos norte-americanos ou europeus. Antunes-Kenyon e
Kenedy (2001) observaram que, sob condicoes de fotodegradagdo, a estabilidade do
tiametoxam em solos ¢ moderada, com uma meia-vida em torno de 50 dias. No entanto, em
condigdes aerobicas e na auséncia de luz, os valores da meia-vida alcangaram 385 dias. De
acordo com esses autores, as propriedades e caracteristicas do tiametoxam indicam que ele pode

ser um contaminante potencial da 4gua subterranea. Em condigdes de laboratdrio a meia-vida
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do tiametoxam em solos varia de 34 a 75 dias, mas esses valores podem ser triplicados em

condi¢cdes desfavoraveis a degradacdo (URZEDO et al., 2006).

1.2 Latossolo Vermelho

A camada solo ¢ reconhecida como a superficie mais externa do planeta Terra,
desempenhando um papel fundamental no suporte a diversidade de vida. O solo é composto
por duas partes distintas: uma fracdo organica, proveniente da decomposi¢ao de animais e
plantas, que abriga macrofauna, mesofauna e microfauna; e uma fracdo inorganica, composta
por fragmentos de rochas (OLIVEIRA et al., 2018).

O solo ¢ um ambiente complexo que esté sujeito a reacdes fisicas, quimicas e biologicas
abrangentes, envolvendo tanto seus componentes minerais quanto organicos, bem como 0s
elementos que sdo constantemente adicionados a ele. A formagdo e caracteristicas do solo
resultam de uma combinac¢do de diferentes materiais de origem, relevo clima, vegetacao,
organismos do solo e influéncia humana (pedoambientes). No contexto de paisagem brasileira,
¢ importante ressaltar a presenca significativa dos latossolos, que abrangem cerca de 32 % de
todo o territdrio nacional. Esses solos sdo especialmente proeminentes na regido amazonica,
ocupando aproximadamente 41 % de seu territorio, além de representarem cerca de 46 % e
21 % do Cerrado e Semiarido, respectivamente (GOULART, 2017).

No Brasil ha uma grande diversidade de solos em sua extensdao continental, decorrente
da ampla diversidade de pedoambientes e de fatores de formacgdo do solo. Dentre os tipos
existentes de solos no territorio brasileiro, se destacam os latossolos. Essa subclasse de solo se
forma a partir de arenitos, calcarios, gnaisses, materiais retrabalhados e pré-intemperizados, o
que resulta em uma ampla variedade de texturas e fertilidade. Assim, existem varios tipos de
latossolos, mas neste trabalho sera destacado os latossolos vermelhos. Os latossolos vermelhos
podem ser encontrados em diferentes varrigdes, como distroficos, alicos e eutréficos, com
texturas que variam de fraco arenoso a muito argiloso. Caracterizados por sua profundidade e
boa drenagem, os latossolos vermelhos apresentam condigdes fisicas favoraveis, como relevo
plano, o que facilita o uso de maquinario agricola e os torna adequados para diferentes tipos de
cultivo. Esses solos sdo amplamente encontrados nas regides Centro-Oeste, Sul e Sudeste do
pais (SANTOS et al., 2018; GOULART, 2017).

Devido as suas caracteristicas e propriedades, os solos possuem uma grande capacidade
de decomposi¢do ou inativag¢do de substancias que podem ser prejudiciais ao meio ambiente, o

que muitas vezes os torna uma op¢ao para o descarte ou reciclagem de materiais poluentes. No
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entanto, o uso intensivo ou inadequado de agrotdxicos tem resultado na contaminag¢do dos
recursos naturais, o que pode ter efeitos negativos na saude humana e animal. Essa
contaminagdo representa uma preocupacgao significativa, uma vez que pode comprometer a
qualidade da agua, do proprio solo e, consequentemente, dos alimentos nele produzidos

(BORTOLUZZI et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2018; STEFFEN et al., 2011).

1.3 Métodos de extracao de agrotoxicos de solos

A presenca de residuos de agrotoxicos no solo, agua e ar ¢ um problema que caracteriza
a contaminagao ambiental. Diante dessa situagdo, € necessario realizar estudos que monitorem
a presenga de agrotoxicos, especialmente no solo, onde geralmente sdo inicialmente
depositados. Para isso, ¢ crucial desenvolver, otimizar ou adaptar metodologias analiticas que
sejam capazes de determinar os residuos de agrotoxicos nos solos (PORTILHO et al., 2014). A
determinagdo de residuos de agrotoxicos em amostras ambientais ¢ uma tarefa desafiadora
devido as propriedades fisico-quimicas tinicas de cada agrotoxico, a complexidade das amostras
ambientais e a baixa concentragdo normalmente dos agrotéxicos nos compartimentos.

Portanto, para a determinagao de residuos de agrotéxicos em amostras ambientais, em
especial em solos, hd a necessidade de duas etapas distintas da metodologia analitica: a
preparagdo de amostra e a quantificagdo do agrotdxico. A preparacao da amostra € a etapa mais
importante da metodologia, a que resulta em maior erro € que consome maior tempo na
determinagdo. A preparacdo da amostra normalmente demanda o isolamento do analito da
matriz da amostra, a concentracdo do analito, a eliminacdo de potenciais interferentes
coextraidos com o analito e, em alguns casos, a modificacdo quimica da molécula do analito
para melhor quantificacdo pela técnica instrumental (ZHANG et al., 2012).

Existem diversos métodos empregados para a preparacdo da amostra envolvendo
residuos de agrotoxicos em amostras de solos, nos ultimos anos aqueles que merecem
destaquem tem sido: o método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe),
a microextragdo em fase solida (SPME, solid-phase microextraction), extragdo soélido-liquido
com particdo a baixa temperatura (ESL-PBT), entre outros (COSTA et al., 2015;
ORAZBAYEVA et al., 2020; GONZALEZ-CURBELO et al., 2022). O método QuEChERS
requer diversos sais e solventes para a extracao dos agrotoxicos e limpeza dos extratos, bem
como quantidades significativas de amostras de solo (GONZALEZ-CURBELO et al., 2022). A
microextragdo em fase solida, por sua vez, ¢ mais util na extracdo de residuos de agrotoxicos

mais volateis, além de usar um dispositivo e fibras extratoras de elevado custo para essas
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aplicagdes (ORAZBAYEVA et al., 2020). A extragdo solido-liquido com parti¢do a baixa
temperatura, dentre os métodos de extragdo mais modernos, tem demandado maior atencao dos
pesquisadores por se tratar de um processo com baixa interferéncia do analista, de poucas
etapas, simples de ser executado e que tem resultado em alta eficiéncia na extragdo de residuos
de agrotdxicos de solo, sem a necessidade de uso de reagentes, sais ou solventes adicionais para
limpeza do extrato. Dessa forma, a ESL-PBT tem se tornado um método atrativo para o
desenvolvimento de metodologias analiticas para determinagdo de residuos de agrotoxicos em
amostras diversas, como as alimenticias, ambientais ¢ biologicas (SOARES et al., 2015;
SANTANA et al., 2018; FERRARI JUNIOR; CALDAS, 2018; NUNES et al., 2019).

A ESL-PBT é um método baseado na particao do analito, inicialmente presente em uma
amostra solida para um solvente organico totalmente miscivel em 4gua e menos denso e com
menor temperatura de fusdo que a dgua. A distribui¢do do analito para o solvente ocorre durante
uma etapa de congelamento da fase aquosa que engloba a amostra s6lida, enquanto o solvente
extrator permanece liquido. A principal vantagem do método ESL-PBT pode ser atribuida a sua
execugao simplificada, com poucas etapas ¢ baixa interferéncia do analista. Porém, deve ser
destacado o uso de solventes misciveis a 4gua, que torna o processo menos toxico que a extracao
solido-liquido tradicional, que se utilizada de solventes organoclorados, altamente toxicos
(SANTANA et al.,2018). Apesar do método ESL-PBT ter sido aplicado de forma bem-sucedida
na extracao de residuos de agrotoxicos de amostras de solos, nenhum registro sobre a aplicagao
na extracdo do tiametoxam foi observado na literatura. Portanto, o método ESL-PBT foi
escolhido para compor a metodologia analitica para determinag@o de residuos de tiametoxam
de amostras de solo deste trabalho. No entanto, h4 a necessidade de adaptar a ESL-PBT para
esta aplicagdo a partir da otimizacao das condi¢des experimentais de execucao do método de
extracao.

A quantificag@o do tiametoxam nos extratos de solos pode ser realizada por uma técnica
analitica instrumental adequada, capaz de discriminar o sinal analitico do inseticida de
coextrativos da matriz do solo. Normalmente, as técnicas analiticas empregadas para a
quantificagdo de compostos organicos, como os agrotoxicos, sdo as cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e a cromatografia gasosa (CG). Neste trabalho, a CLAE sera utilizada
por ser adequada para analise de compostos organicos pouco volateis, instdveis termicamente

e apresentar maior detectabilidade para o tiametoxam se comparado a CG (HEM et al., 2010).
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1.4 Validaciao intralaboratorial de metodologias analitica

A implementag¢do ou adaptagdo de um método analitico requer um processo de avaliagao
para determinar sua eficiéncia na rotina laboratorial. Esse processo ¢ comumente chamado de
validagdo. O objetivo da validacdo de um método analitico ¢ garantir que ele seja preciso,
reprodutivel e flexivel dentro de um intervalo de concentracdes especifico no qual a substancia
devera ser encontrada (SANTE, 2022).

O processo de validagao de um método deve ser continuo e seguir um plano previamente
estabelecido, registrando os procedimentos a serem realizados durante a validagdo do método.
A Comunidade Europeia desenvolveu um guia de validagdo de métodos analiticos especifico
para o controle de residuos de agrotoxicos em alimentos e ragcdes — Documento
SANTE/11312/2021 (SANTE, 2022). Este guia estabelece uma série de procedimentos para a
avaliagdo dos parametros analiticos de um método desenvolvido para a determinagdo de
residuos de agrotoxicos em alimentos, bem como estabelece critérios de aceitacdo para cada
parametro avaliado. Os pardmetros analiticos do método que devem ser validados pelo guia da
Comunidade Europeia sdo a seletividade, sensibilidade, linearidade, faixa de trabalho, exatidao,
precisdo, limite de quantificagao (LOQ), efeito matriz e robustez.

A seletividade de um método analitico refere-se a sua capacidade de diferenciar o analito
de interesse, mesmo na presenga de outros componentes ou interferentes que possam estar
presentes na matriz (OTAVIANO, 2022). Enquanto a sensibilidade de um método analitico ¢é
uma medida da variagdo da resposta em relagdo a variagao da concentragdo do analito e pode
ser expressa pelo coeficiente angular da curva analitica (VICARI, 2013). A linearidade se trata
da capacidade do método analitico de gerar sinais analiticos que sejam diretamente lineares a
concentracdo do analito, ou seja, o aumento da concentragdo do composto resultado em um
aumento diretamente linear da resposta analitica fornecida pelo método. A linearidade do
método ¢ expressa pelo coeficiente de correlagdo linear (r) da curva analitica e ¢ aplicavel
apenas a faixa de concentragdo em que foi estabelecida (OTAVIANO, 2022). A faixa de trabalho
em um método analitico ¢ definida como o intervalo de concentragdes que abrange o maior e
menor nivel de concentragdao do analito que podem ser determinados com precisdo e exatidao.
A faixa de trabalho deve ser capaz de cobrir a faixa de aplicacdo na qual espera-se encontrar o
analito na amostra. Além disso, € preferivel que a concentragao mais esperada da amostra esteja

posicionada no centro da faixa de trabalho, sempre que possivel (RIBANI et al., 2004).
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A exatiddo de um método refere-se a concordancia entre o valor aceito como verdadeiro
do analito na amostra e o valor estimado pelo método analitico. O ensaio de recuperacio € o
método mais comumente utilizado para validar esse parametro em métodos analiticos, uma vez
que expressa a concentracao do analito, inicialmente adicionado a amostra, que foi recuperado
pelo método (RIBANI et al., 2004). Considerando o ensaio de adi¢do e recuperagdo, a exatidao

pode ser obtida pela Equagao 1.

~ Canalit { ~
%Recuperagio = —extraido ) % 1(() Equagio 1
Candlito adicionado

Em que: Canaiito pyrqiq € @ CONCEntragdo do composto que foi extraido pelo método em andlise;

Canali to giciomao € @ CONCENtragdo inicialmente adicionada do composto na amostra.

A precisao de um método € um parametro que mede a dispersao dos resultados obtidos
de extracdes do analito em por¢des similares da amostra, realizadas de forma independente ¢
repetidas. A precisdo ¢ expressa pelo desvio padrao absoluto (RSD, relative standard deviation),
Equacdo 2, que requer um nimero de repeti¢cdes igual a seis (SANTE, 2022). A precisdao de um
método pode ser obtida em dois niveis distintos em um estudo intralaboratorial: repetibilidade
e reprodutibilidade intralaboratorial. A repetibilidade refere-se a concordancia entre os
resultados de extragdes sucessivas realizadas pelo método, sob as mesmas condi¢des em um
curto intervalo de tempo (analista, equipamento, lote de reagentes e solventes etc.). A
reprodutibilidade intralaboratorial mede a dispersdo dos resultados, em termos de RSD, de
medidas consecutivas empregando o método de extragdo com uma ou mais alteracdes em suas
condi¢des experimentais durante sua execu¢do no laboratorio, tais como diferentes dias ou
diferentes analistas ou diferentes equipamentos ou uma combinagdo desses (RIBANI et al.,
2004).

RSD(%) = -x100 Equagao 2

s
X

Em que: x é a média das medidas experimentais e s ¢ o desvio padrdo absoluto das medidas.

O limite de quantificacao (LOQ) se refere a menor concentracdo do analito em uma
amostra que pode ser quantificada, com precisao e exatidao aceitaveis, empregando o método
analitico sob validagdo. A determinagdo do LOQ pode ser realizada por meio de trés abordagens
distintas: método visual, método baseado na relacdo sinal-ruido ou método baseado na curva

analitica (RIBANI ef al., 2004). Quando o método envolve técnicas cromatograficas, o LOQ ¢
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determinado pela injecdo consecutiva de solugdes padrdo dos analitos em concentracdes
decrescentes até a obten¢do do menor sinal distinguivel do ruido da linha de base, que seja
repetitivel (RIBANI et al., 2004).

Efeito Matriz se refere ao estudo de seletividade que objetiva averiguar possiveis
interferéncias causadas pelas substidncias que compdem a matriz da amostra gerando,
basicamente, fendmenos de diminui¢do ou ampliagdo do sinal analitico na resposta
instrumental. O efeito matriz ¢ determinado pela comparagdo de curvas analiticas preparadas
em solvente e na matriz da amostra. A diferenga nas inclinagdes das curvas indica a presenca
de efeito matriz no método, sendo mais intenso o efeito matriz quanto mais distintas sdo as
inclinagdes das duas curvas analiticas (MAPA, 2011).

A robustez mede a resisténcia dos resultados fornecidos pelo método analitico quando
este ¢ submetido a pequenas variagdes. Diz-se que um método ¢ robusto quando ele nao ¢
afetado por uma modificacdo pequena em algumas de suas condi¢des experimentais. A robustez
de um método ¢é avaliada, por exemplo, pela variagdo em pequena propor¢do de parametros
como a porcentagem do solvente organico da fase méovel (FM), pH da fase movel, temperatura

da coluna, bem como o tempo de extragdo, velocidade de agitacao etc.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver uma metodologia para determinagao
do tiametoxam em amostra de latossolo vermelho utilizados no plantio de feijao. Para isso, foi
empregada a técnica de extragdo solido-liquido com parti¢do a baixa temperatura (ESL-PBT) e
a quantificagdo do tiametoxam nos extratos foi realizada por meio da cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detecgao por arranjo de diodos (CLAE/DAD).

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

v Desenvolvimento e otimiza¢do de um método analitico de separagdo para a analise do
agrotoxico Tiametoxam, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia e detecgdo
por arranjo de diodos.

v Otimizagéo das principais varidveis que afetam a ESL-PBT de tiametoxam de amostras
de solo, tais como: massa de amostra, solvente extrator, volume de solvente extrator e
de 4gua, adigdo de sal e tempo de congelamento;

v Valida¢do do método de determinagdo de residuos do tiametoxam em amostras de solos
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 das solucoes padrio de tiametoxam

O preparo das solugdes padrdo de tiametoxam foi conduzido utilizando acetonitrila grau
cromatogréafico de alta pureza (99,5 %, marca Exodo). Inicialmente, uma solugio padrio de
tiametoxam a uma concentragio de 1000 pg mL™! foi preparada com 0,01000 g do padrio solido
do tiametoxam, pesados em uma balanga de precisao (£0,00001 g), e transferidos para um baldo
volumétrico de 10 mL. Em seguida, o padrao foi solubilizado em acetonitrila e o volume final
foi ajustado até completar o baldo volumétrico. Esta solugdo com concentracdo de 1000 pg L!
de tiametoxam foi considerada uma solugdo estoque.

A partir da solucdo estoque de tiametoxam foram preparadas solu¢des padrao de
trabalho de tiametoxam de 100,0 mg L', da qual foram preparadas todas as demais solucdes
padrao utilizadas no desenvolvimento deste trabalho. Utilizando uma micropipeta de 1-100 pL,
a solucdo padrdo de trabalho do tiametoxam foi preparada, retirando um volume de 100 pL e
transferindo para um baldo volumétrico de 10 mL, que foi entdo completado com acetonitrila.
As solugdes foram transferidas para frascos flaconetes, devidamente identificados e
armazenados em um freezer na geladeira at¢ o momento de uso. Essas solucdes foram utilizadas
no desenvolvimento do método de anélise por CLAE e na otimizagao do método de extragao

dos residuos do agrotoxico.

3.2 Processamento das amostras de solos

As amostras de solo, empregadas no estudo de otimizacdo do método ESL-PBT e
validacdo da metodologia analitica para determinacdo de residuos de tiametoxam, foram
obtidas do campo experimental do Instituto Federal do Tridngulo Mineiro, campus Ituiutaba,
livres da utilizagdo de quaisquer insumos quimicos, portanto, isentas de tiametoxam. As
amostras de solo foram secas a 50 °C em estufa por 12 h e, posteriormente, maceradas com gral
e pistilo de vidro até a obten¢do de um po6 finamente dividido e homogéneo. As amostras de
solo foram entdo armazenadas em frascos plasticos e deixadas em refrigerador a +8 °C até o

momento do uso.



26

Figura 2. Fluxograma do processamento das amostras de latossolo vermelho destinado ao plantio de
feijdo.
Processamento das amostras de latossolo vermelho do plantio de feijdo

Amaostra de solo Gmida 50° C (12h) Armarenamento em geladeira (8° C)

ﬂ - -

LEE

Fonte: Propria autora.

3.3 Desenvolvimento do método de analise dos extratos com tiametoxam por CLAE-DAD

O método analitico foi desenvolvido utilizando um sistema de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) da Waters, modelo Alliance. Esse sistema ¢ equipado com bombeamento
quaternario €2695, modulo automatico de inje¢do com carrossel para 120 amostras e detectores
de arranjo de fotodiodos (DAD) e indice de refracdo. A identificacdo do pico do tiametoxam
nos cromatogramas foi realizada a partir da inje¢c@o da solucdo padrao do TMX e comparagao
com o tempo de retencao do pico do tiametoxam no padrdo. A coluna utilizada para separagao
foi uma coluna ZORBAX Eclipse XDB-C18 da Agilent Technologies®.

Para a preparagdo da fase movel, os solventes utilizados foram metanol grau
cromatografico/espectroscopico com 99,5 % de pureza e dgua ultrapura com resistividade de,
pelo menos, 18,2 MQ cm a 25 °C ou com condutividade maxima de 0,054 uS cm™ a 25 °C.
Ambos os solventes foram filtrados utilizando um sistema de filtracdo de fase mével, composto
por um funil de placa sinterizada, uma bomba de vacuo e um kitassato de 500 mL. A filtragao
foi realizada através de membranas de nylon com 0,22 um de poros. Apos a filtragdo, os
solventes foram submetidos a um banho ultrassénico por 20 minutos. A utilizagdo do banho
ultrassonico em vacuo teve como objetivo eliminar gases dissolvidos nos liquidos, evitando
assim a formagdo de bolhas no sistema cromatografico. Uma solugdo padrdo de tiametoxam a
10,0 pg mL"! foi analisada no sistema cromatografico, modificando a composigio da fase movel
MeOH:4gua até a obtencao do pico do tiametoxam distante, pelo menos, de 3 minutos do inicio
do cromatograma, para evitar a co-eluicdo com componentes da matriz dos solos. Otimizada a
composicao da fase movel, foi realizada uma varredura espectral no intervalo de comprimento
de onda de 200 a 400 nm para obten¢do do maior sinal cromatografico para o tiametoxam e

fixacdo como comprimento de onda de deteccao.
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3.4 Otimizacao do método ESL-PBT de tiametoxam de amostras de solo

A ESL-PBT foi escolhida como método de preparacdo das amostras de solos para a
extracao do tiametoxam por se apresentar como um método que atende as principais demandas
dos métodos de preparagdo de amostras modernos, tais como: simplicidade de execugdo, poucas
etapas, uso reduzido de reagentes/solventes quimicos e baixa interferéncia do analista. O
método de extragdo se baseia na adicao de alguns mililitros (mL) de um solvente organico,
seletivo ao analito, a uma massa de solo previamente umedecida com agua para favorecer o
processo de parti¢do do composto. Em seguida, a mistura ¢ agitada e deixada em repouso em
freezer para congelamento da fase aquosa da amostra e separagdo da fase liquida organica
contendo o analito.

Para este trabalho, o método ESL-PBT foi otimizado com relagdo aos principais fatores
que podem afetar a eficiéncia da extracdo do tiametoxam das amostras de solo. Desta forma,
porg¢des de amostras de solo foram fortificadas com concentra¢ao conhecida da solugdo padrao
de tiametoxam de 1,0 mg L' e submetidas ao processo de otimizagdo da ESL-PBT. Foram
estudados para otimizagdo: a quantidade de amostra, o tipo de solvente extrator, o volume do
solvente extrator ¢ de dgua adicionada a amostra de solo, a adigdo de sal e o tempo de
congelamento, visando garantir a maxima recuperagdo dos residuos sem a interferéncia dos
componentes da matriz da amostra. As condigdes avaliadas para estes fatores no método ESL-

PBT estao descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Condigdes para otimizagdo da ESL-PBT de tiametoxam de amostras de solo.

Solvente extrator Massa da Agua:solvente Massa do Tempo de
amostra (mg) v/v) KCl (g) congelamento (h)
Acetato de etila 500 2:4 mL 0,10 2
Acetona 1000 3:6 mL 0,20 4
Acetonitrila 1250 4:8 mL

Fonte: Propria autora.

O procedimento de extragdo do tiametoxam de amostras de solos consistiu na adi¢do de
um volume de agua (2,0; 3,0 ou 4,0 mL) com 0,1 g ou 0,2 g de KCIl em uma por¢ao de amostra
(0,50; 1,00 ou 1,25 g) fortificada com padrio de tiametoxam dentro de um tubo Falcon®. Em
seguida, um certo volume (4,0; 6,0 ou 8,0 mL) de um solvente extrator (acetato de etila, acetona,

acetonitrila ou metanol) foi adicionado a amostra de solo umedecida e, para promover uma
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melhor interagdo entre a amostra e o extrator, o frasco foi submetido a agitacdo em um agitador
vortex, seguido de centrifugacdo para decantagdo das particulas de solo. Os tubos Falcon®
contendo a mistura foram transferidos para o freezer de um refrigerador doméstico e mantidos
por 2 h ou 4 h para congelamento. Para cada condicao avaliada no modo univariado, foram
realizadas triplicatas das medidas.

No periodo em que o tubo permaneceu no freezer, ocorreu a separagdo das fases
organica e aquosa, inicialmente misciveis entre si, uma vez que a fase aquosa foi congelada,
formando um so6lido, enquanto a fase organica permaneceu liquida. O extrato organico liquido,
que se espera conter o tiametoxam, foi cuidadosamente transferido para um frasco (vial) e
reservado até o momento de analise no cromatografo a liquido. O procedimento descrito esta

resumido na Figura 3.

Figura 3. Fluxograma da extragdo solido-liquido com parti¢do a baixa temperatura do tiametoxam de
amostras de solo e andlise dos extratos por CLAE-DAD.
Extracéo sélido-liquido com particao a baixa temperatura

Centrifuga | | Congelamento
Fortificagio | Solugho de | Agitagio | 3000 rpm (3 min) [ 4'c)

KCH sobvente | vortex (1 min) |
orgdnico

e [

Obtencgao do extrato e analise por CLAE-DAD

[ Amostra apbs o | [ Procedimento de filtragao
congelamenio | (aliguota de 2,0 mL do exirato) |

h [ Condigtes cromatograficas |
| | /' Deteccao DAD (254 nm)
‘ ; ! B o v

H20: MeOH (70:30, wiv)
%

Vaz#o FM = 1,0 L min ="
X - Sealect C,, (fase reversa)

Temperatura da coluna: 35 C |

Fonte: Propria autora.

3.5 Estudo da validacao do método de determinacio de tiametoxam de amostras de solo

A validag@o dos métodos realizada neste trabalho seguiu as diretrizes estabelecidas no
documento de orientacdo para validacdo de métodos analiticos de residuos e agrotdxicos em
alimentos e racdes proposto pela Comunidade Europeia (SANTE, 2022). A escolha desse guia
foi baseada em sua especificidade para analise de residuos de agrotoxicos, bem como nos
procedimentos e critérios de aceitacdo claramente definidos para avaliagdo das figuras de mérito

dos métodos analitico. Dessa forma, os parametros analisados foram: seletividade, linearidade
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e faixa de trabalho, LOQ, sensibilidade, efeito matriz, ensaios de precisdo e exatiddo e a

robustez.

3.5.1 Seletividade

A seletividade da metodologia proposta para a determinacao de tiametoxam de amostras
de solo foi avaliada a partir da comparagdo dos cromatogramas do extrato de uma amostra isenta
de tiametoxam e do extrato da amostra fortificada com padrao de tiametoxam. A seletividade
do método ¢ confirmada pela auséncia de picos de componentes da amostra no tempo de
retengdo do tiametoxam ou que resultem em um acréscimo ou diminui¢ao da area do pico do

tiametoxam de, no maximo, 30 % (SANTE, 2022).

3.5.2 Curvas analiticas para o tiametoxam

A construcdo das curvas de calibragdo, curvas analiticas, para o tiametoxam seguindo o
documento SANTE/11312/2021, com solugdes padrao preparadas em solvente e no extrato da
matriz, permite a determina¢do da faixa de trabalho, linearidade, sensibilidade, limite de
quantificagdo e efeito matriz da metodologia proposta para determinagdo do tiametoxam em

amostras de solo.

3.5.2.1 Faixa de trabalho e linearidade

De acordo com o documento SANTE/11312/2021, a linearidade do método pode ser
obtida pela injecdo de pelo menos 5 concentracdes diferentes do agrotoxico, permitindo entdo
a construcdo da curva analitica. Os dados das éareas de pico do tiametoxam para cada
concentracdo analisada sdo submetidos a regressao linear para obtencdo de uma equacgdo de
reta. O ajuste do modelo ¢ confirmado pela obtengdo de um coeficiente de regressao linear (r)
maior que 0,99. No presente estudo, todas as curvas analiticas foram construidas com pelo
menos 5 concentragdes diferentes sendo estas: 0,01; 0,10; 0,25; 0,50 e 1,00 mg L. Estas
concentracdes compuseram a faixa de trabalho ou faixa dindmica linear, que se refere ao
intervalo de concentragcdes em que se espera determinar o tiametoxam em amostras de solo. A
menor concentracdo do intervalo se refere ao limite de quantificacdo do método (LOQ), como

sera visto posteriormente.
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3.5.2.2 Sensibilidade

A sensibilidade da metodologia de determinacdo de residuos de tiametoxam em
latossolo vermelho foi determinada a partir da medida do coeficiente angular da equagao da
reta da curva analitica, uma vez que a sensibilidade se refere a variagao do sinal analitico obtido

pelo método em fungdo da variacdo da concentragdo do agrotéxico na amostra.

3.5.2.3 Efeito matriz

A presenga de efeito matriz no método foi avaliada a partir da construgdo de curvas
analiticas para o tiametoxam preparadas com solugdes do padrdao em solvente € nos extratos da
matriz do latossolo vermelho. Qualitativamente, avaliou-se a sobreposicao das retas obtidas
pela regressao linear das curvas analiticas. Quantitativamente, o efeito matriz foi determinado

pela Equagao 3.

EM (%) = et o Ssolverte () Equagio 3

Ssolvente

Em que: Ssonente S€ refere ao coeficiente angular da curva preparada a partir dos padroes de tiametoxam
dissolvido em solvente; Sexrao S€ refere ao coeficiente angular da curva preparada a partir dos padrées
de tiametoxam no extrato da matriz de solo.

3.5.2.4 Limite de quantificagdo

O limite de quantificagdo do método foi determinado pelo método experimental, no qual
solugdes padrao de tiametoxam foram injetadas consecutivamente no cromatografo a liquido
em ordem decrescente de concentragdes, a partir das sucessivas dilui¢des das solucdes, até o
desaparecimento do pico do tiametoxam no cromatograma. Para isso, a menor concentragdo de
tiametoxam que gerou um pico com area repetitiva, RSD < 20 %, foi definida como o LOQ do
método. Para garantir a confiabilidade do LOQ, a solu¢ao padrdo na concentragao do LOQ foi

injetada 5 vezes e calculou-se o desvio padrao relativo destas medidas.
3.5.3 Ensaios de precisdo e exatiddao do método

A exatiddo e a precisdao do método de determinag¢do de tiametoxam de amostras de

latossolo vermelho foram avaliadas a partir de ensaios de adi¢do e recuperagdo, ou seja,
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fortificacdo das amostras de solo com concentragdes conhecidas de tiametoxam, seguida da
aplicagdo da ESL-PBT sob condigcdes otimizadas para a recuperacdo do tiametoxam
inicialmente adicionado. A exatiddo e a precisao foram avaliadas em duas concentragdes
diferentes e proximas do LOQ do método, conforme sugerido pelo documento
SANTE/11312/2021, sendo de 5XLOQ e 10xLOQ, em 6 repeti¢des para cada nivel testado.

A precisdo do método foi avaliada em duas dimensdes empregando o método ESL-PBT
otimizado: (i) repetibilidade — seis extra¢des para cada nivel de fortificacdo das amostras de
solo realizadas sob as mesmas condicoes em um mesmo dia pelo mesmo analista; e (ii)
reprodutibilidade intralaboratorial (precisdo intermediaria) — seis extragdes das amostras de
solo fortificadas em cada nivel de concentracdo realizadas em dois dias distintos com a troca
do analista. Em ambas as dimensdes da precisdo, o desvio padrao relativo foi medido para
avaliar o grau de repetibilidade e de reprodutibilidade intralaboratorial do método proposto. O
critério de aceitagdo para que o método seja considerado de boa precisdo, de acordo com o guia
da Comunidade Europeia, € que o desvio padrao relativo das medidas seja inferior a 20 %, tanto
para a repetibilidade quanto para a reprodutibilidade intralaboratorial (SANTE, 2022).

A exatidao do método foi determinada pelas taxas de recuperacdo do tiametoxam do
solo, empregando o método ESL-PBT otimizado nos dois niveis de concentragdo avaliados. O
critério de aceitagdo estabelecido para quem um método analitico seja considerado exato, de
acordo com o documento SANTE/11312/2021, ¢ que a taxa de recuperacao dos compostos
fique na faixa de 70 a 120 % (SANTE, 2022). A porcentagem de recuperagdo dos agrotoxicos

foi calculada de acordo com a Equagao 2.

3.5.4 Avaliacdo da robustez pelo teste de Youden

A robustez do método de determinacao de residuos de tiametoxam em amostras de
latossolo vermelho foi avaliada a partir da aplicacao do teste de Youden (YOUDEN; STEINER,
1975). Esse teste permite avaliar diversos fatores que podem exercer influéncia sobre a resposta
do método analitico a partir de pequenas perturbagdes em seus niveis durante a execucdo do
método para a finalidade que se destina. Os fatores selecionados devem ser aqueles suscetiveis
a variagdes durante analises de rotina, na qual o método sob avaliagdo foi submetido.

Para a determinagdo da robustez pelo teste de Youden, foram conduzidos 8 ensaios da
ESL-PBT de tiametoxam de amostras de solo, nos quais sete fatores (condigdes do método)
foram avaliados simultaneamente através de um planejamento fatorial fracionario 27

(BARROS NETO et al., 2010). Os experimentos consistiram na fortificagdo do solo com uma
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concentragdo de 10xLOQ e aplicagdo do método ESL-PBT nas condi¢des otimizadas e em
condi¢des em que sete fatores experimentais foram deliberadamente alterados, conforme o

conjunto de experimentos propostos pelo teste de Youden apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Matriz do planejamento de experimentos para a avaliagdo da robustez dos métodos
analiticos propostos, empregando o teste de Youden.

Experimentos Condicoes
Fatores —
2 3 4 5 6 7 8 Otimizada  Alterada
Volume de
solvente (mL) A A A A a a a a 4 4,5
Tempo de B B b b B B b b 2 25
congelamento (h)
Massadeamostra o = o ¢ o ¢ ¢ € ¢ 1000 1025
(mg) ]
Solvente (marca) D D d d d d D D Exodo Dinamica
Vazdo (mL min') E e E e e E e E 1,0 0,9
FM (% MeOH) F f f F F f f F 30 32
Temperatura (°C) G g g G g G G g 30 32

Letras em maiusculo: valores originais do método otimizado; Letras em minusculo: valores
deliberadamente variados no método otimizado. Fonte: Adaptado de (STEINER; YOUDEN, 1975).

A avaliagdo da robustez do método foi realizada calculando os efeitos de cada fator na
variagdo das taxas de recuperacdo do tiametoxam das amostras de latossolo vermelho, quando
do emprego do método nas condic¢des otimizadas e sob condi¢des com pequenas variagdes. Os
métodos propostos sdo considerados robustos quando as variagdes na resposta para cada fator
estao dentro do intervalo de recuperacao aceito pelo documento SANTE/11312/2021 de 70 a

120 %. Os efeitos de cada fator nas taxas de recuperagdo foram calculados pela Equagao 4.

Efeito(A—a) = Ry— R, Equagio 4

Em que: R, é a média das taxas de recuperacdo para o fator A na condi¢do otimizada do método; R, é
a média das taxas de recuperagdo para o fato a na condigdo alterada de forma deliberada no método.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacao do método de analise dos extratos de solo contendo tiametoxam

Com o objetivo de otimizar as condigdes cromatograficas para andlise do tiametoxam
nos extratos de solo obtidos pela ESL-PBT, uma solucao padrao do inseticida foi submetida a
analise por CLAE-DAD, variando-se as condi¢des da fase movel. Essas variagdes foram
realizadas com o intuito de separar o pico do analito de possiveis interferentes da propria
amostra em um tempo total de analise reduzido. Dentre as diversas condi¢des testadas, aquela
que resultou na melhor separagdo foi obtida com uma fase modvel de agua:metanol
(H20:MeOH) na proporcao de 70:30 (v/v). Além disso, a temperatura da coluna foi mantida em

30 °C, a vazao da fase movel foi de 1,0 mL min-'

e o comprimento de onda selecionado para
detecg¢do foi de 254 nm, conforme demonstrado na Figura 4, que apresenta o espectro de
absor¢ao na regido UV do tiametoxam. O tempo total de analise foi estabelecido em 6 minutos

para a corrida cromatografica utilizando um método isocratico.

Figura 4. Espectro de absor¢do do comprimento de onda do inseticida tiametoxam.
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A Figura 5 apresenta um cromatograma da separagao do tiametoxam dos componentes

coextraidos de uma amostra de solo submetida ao método ESL-PBT sob condi¢des otimizadas.
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Figura 5. Cromatograma de um extrato de amostra de solo fortificada com tiametoxam a 0,25 mg L™,
obtida pelo método ESL-PBT em condigoes otimizadas. Condi¢oes de andlise: FM H,O:MeOH
(70:30, v/v), vazdo de FM de 1,0 mL min’, injecdo de 10 uL, temperatura de coluna de 30 °C,
deteccdo a 254 nm.
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4.2 Otimizac¢ao do método ESL-PBT de tiametoxam de amostras de solo

A eficiéncia da extracdo solido-liquido com parti¢do a baixa temperatura (ESL-PBT)
pode ser afetada por diversos fatores, incluindo a seletividade do solvente extrator, a massa de
amostra, o tempo de congelamento, o volume do solvente extrator, entre outros. A eficiéncia da
extracdo ¢ altamente dependente das condigdes experimentais adequadas do método de

preparagio de amostra (AMBROSIO et al., 2022).
4.2.1 Volume do solvente extrator

Para obtengao da méxima porcentagem de recuperacao do tiametoxam das amostras de
solo pelo método ESL-PBT, o primeiro fator otimizado foi o volume de solvente extrator, que
foi fixado em uma relacdo 1:2 com o volume de 4gua adicionado a amostra de solo, para
promover a parti¢ao do analito da amostra para o extrator. O solvente empregado foi a acetona,
por ser considerado o solvente mais adequado para extragao de compostos organicos de solos
(TADEO et al., 2012). Foram testados os volumes de dgua:acetona de 2,0:4,0; 3,0:6,0 e 4,0:8,0

mL. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 6.
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Figura 6. Porcentagem de recuperagdo de tiametoxam de amostras de solo apos a ESL-PBT,
empregando diferentes volumes de dgua e acetona. Condigoes: 1000 mg de amostra,; acetona como
solvente extrator,; sem adigdo de sal e 4h de congelamento.
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De acordo com a Figura 6, pode-se observar que o volume de 4,0 mL de acetona para
2,0 mL de agua foi a combinacdo que resultou na maior taxa de extracdo do tiametoxam das
amostras de solo, cerca de 70 % de recuperacdo. Este resultado esta de acordo com os objetivos
deste trabalho de desenvolver um método de extracdo que utilize o menor volume possivel de
solvente organico e, consequentemente, gere o menor volume de residuos possivel, tornando o

método mais compativel com os principios da quimica analitica verde (TOBISZEWSKI, 2016).

4.2.2 Escolha da massa de amostra

Apbs a otimizagdo da razdo dgua:solvente (em mL), foi avaliada a recuperacdo do
tiametoxam utilizando diferentes massas da amostra do latossolo vermelho, 500 mg; 1000 mg
e 1250 mg. E importante mencionar que a massa de amostra tem fundamental importancia no
dimensionamento do método ESL-PBT, em termos de volume de solvente e de 4gua adicionado
e no tempo de congelamento (SANTANA et al., 2018). Os resultados da extragdo do

tiametoxam de diferentes massas de amostras de solo sdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Porcentagem de recuperagdo de tiametoxam de amostras de solo apos a ESL-PBT,
empregando diferentes massas do latossolo vermelho. Condigoes: volume dgua:acetona 2:4 mL;
acetona como solvente extrator, sem adicdo de sal e 4h de congelamento.
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Na Figura 7, pode-se observar que a maior porcentagem de recuperacdo foi obtida
quando utilizada uma massa de 1,00 g de amostra de latossolo vermelho, permanecendo em 70
% da extragao do tiametoxam do solo, enquanto massas de solo menores ou maiores diminuiram
esta taxa. Assim, fixou-se no método o uso de 1,00 g de amostra de solo como a condigao 6tima

de execucao do método ESL-PBT.

4.2.3 Escolha do solvente extrator

A ESL-PBT apresenta algumas vantagens sobre outros métodos de extra¢do, como o
baixo consumo de solvente organico, o uso de poucos ou nenhum reagente quimico adicional
no processo de extracdo e a eliminagdo de uma etapa de limpeza do extrato, frequentemente
necessarios em outros métodos. Na ESL-PBT, portanto, normalmente se emprega o solvente
extrator como unico insumo quimico para a execu¢ao do método. Dentre os solventes potenciais
extratores para o método, deve-se escolher aquele que seja miscivel em 4gua e que possua
densidade e temperatura de fusdo menores que a da d4gua (SANTANA et al., 2018). Os solventes
escolhidos para avaliagdo neste trabalho foram: acetona, acetato de etila e acetonitrila, que
atendem a esses requisitos. Os resultados obtidos na extracdo de tiametoxam de amostras de

solo pelo método ESL-PBT estao apresentados na Figura 8.
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Figura 8. Porcentagem de recuperagdo de tiametoxam de amostras de solo apos a ESL-PBT,
empregando diferentes solventes extratores. Condigdes: volume dgua: acetona 2:4 mL; massa de
amostra 1000 mg; adi¢do de sal e 2h de congelamento.
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Dos trés solventes avaliados, ndo foi obtido sucesso no congelamento ao utilizar o
acetato de etila. Portanto, foram realizadas analises comparativas apenas com acetona e
acetonitrila, como apresentado na Figura 8. Ao empregar a acetonitrila como solvente extrator
houve um aumento da taxa de recuperacdo do tiametoxam do solo para cerca de 85 % de
extracdo. Esta condi¢do atende ao intervalo de recuperagdes aceitdveis para um método
analitico de 70 a 120 %, conforme preconizado pelo guia de validagdo de métodos analiticos da
Comunidade Europeia (SANTE, 2022). Além disso, a acetonitrila € o solvente mais comumente
usado na extracdo solido-liquido com partigao a baixa temperatura devido as suas caracteristicas
favoraveis, como formacdo de mistura homogénea com a 4gua, menor densidade que a agua,
compatibilidade com diversas classes de compostos, compatibilidade ao ser usado como
extrator no preparo da amostra e como fase movel na andlise cromatografica, além de ser

adequado para solubilizagdo de agrotoxicos de diferentes polaridades (BERNARDI et al.,
2016).

4.2.4 Efeito da adicio de sal

Foi investigada a possibilidade de obter uma recupera¢do maior de tiametoxam das

amostras, adicionando-se um sal inorganico, totalmente soluvel em agua, a fim de promover o
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efeito salting out. A adig@o de sais tem o efeito de reduzir a solubilidade de analitos polares
(assim como o tiametoxam) na fase aquosa, bem como a quantidade de agua presente na fase
organica, provocando a separagdo eficiente e completa das fases organica e aquosa (PRESTES
et al., 2011). Essa observagao pode ser explicada pelo fato de que os ions provenientes do sal
tém uma maior afinidade pelas moléculas de agua, atraindo-as. Com o aumento da concentragao
do sal (aumento da forga idnica), as moléculas deixam de ser solvatadas, isso leva a uma
diminui¢ado drastica na solubilidade das moléculas, facilitando sua parti¢ao para a fase organica
(DUARTE; MALAQUIAS, 2020).

Na pesquisa em questdo, o sal utilizado foi o cloreto de potassio (KCl) em duas massas
diferentes 0,1 ¢ 0,2 g, que correspondeu a 10 e 20 % (m/v) na dgua adicionada a amostra de
solo. Os resultados obtidos com o processo de extragdo empregando as solucdes aquosas de

KCl estao apresentados na Figura 9.

Figura 9. Porcentagem de recuperagdo de tiametoxam de amostras de solo apos a ESL-PBT,
empregando diferentes massas de sal (KCI) a agua para promogao do efeito salting out. Condigoes:
volume agua:acetona 2:4 mL; massa de amostra 1000 mg; acetonitrila como solvente extrator;
adi¢do de sal e 2h de congelamento.
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De acordo com a Figura 9, a presenca de KCI na 4gua adicionada ao solo aumenta a
porcentagem de extra¢do, a medida que aumenta a quantidade do sal. Além disso, foi observado
um efeito de redugdo no tempo minimo de congelamento da amostra na fase aquosa, que
ocorreu em 2 h ao invés das 4 h quando se utilizou apenas agua. Isso ocorre porque a adi¢ao de
sal provoca uma reducdo do potencial quimico da agua, alterando assim as posi¢des de

equilibrio sélido-liquido. Essas mudancgas nas posi¢des de equilibrio resultam no abaixamento
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da temperatura de congelamento da dgua, fendmeno conhecido como abaixamento crioscopico
(CASTELLAN, 1986). Considerando a massa de KCIl de 0,2 g a taxa de recuperacdo do
tiametoxam do solo foi de 85 %.

Durante o estudo da otimizagdo do método ESL-PBT, foi possivel observar a evolugao
dos resultados de porcentagem de recuperagdo do inseticida nas amostras do latossolo
vermelho. Com base nesses ultimos resultados, foram definidos os seguintes parametros
otimizados para a ESL-PBT de tiametoxam de amostras de latossolo vermelho: volumes de
2,0:4,0 mL de agua:acetonitrila, massa de 1000 mg de amostra, acetonitrila como solvente
extrator e adicdo de uma quantidade de 0,20 g de KCl, promovendo o efeito salting out, que
permitiu reduzir o tempo de congelamento para 2 h e obter uma taxa de recuperagdo de 85 %
de tiametoxam. Dessa forma, ao implementar esses parametros otimizados, foi possivel obter
resultados de recuperacgdo do inseticida, dentro do intervalo de 70 a 120 %, recomendado pelos
protocolos de validagdao de métodos analiticos, garantindo uma abordagem simples, eficiente e

econdmica para o processo de extragdo do tiametoxam em latossolo vermelho.

4.3 Validacao do método de determinacio de tiametoxam em solos

A validag@o de um método analitico ¢ realizada por estudos sistematicos produzidos no
laboratorio, indicando que o método atende as normas estabelecidas por agéncias reguladoras
e orgdos de fiscalizagdo nacionais e/ou internacionais. Esta validagdo pode ser averiguada
através de parametros conhecidos como figuras de méritos. No presente trabalho, foi empregado
o guia de validagdo da Comunidade Europeia documento SANTE/11312/2021 (SANTE, 2022),
avaliando as figuras de mérito: seletividade, linearidade e faixa de trabalho, LOQ, efeito matriz,

precisdo, exatiddo e robustez.

4.3.1 Seletividade

A seletividade do método proposto para determinar tiametoxam em um solo do tipo
latossolo vermelho, destinado ao plantio de feijdo, foi avaliada por meio da analise comparativa
de cromatogramas. Nesse processo, foram comparados o cromatograma dos extratos de um
branco e de uma amostra fortificada com tiametoxam, que foram obtidos pelo método ESL-

PBT otimizado. A Figura 10 apresenta os dois cromatogramas sobrepostos.
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Figura 10. Cromatogramas sobrepostos do extrato do branco da amostra de latossolo vermelho e do
extrato da amostra fortificada com tiametoxam obtidos pelo método ESL-PBT otimizado. FM
H>O:MeOH (70:30, v/v), vazdo 1,0 mL /min, detec¢do a 254 nm e temperatura de 30 °C.
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Ao analisar a Figura 10, é possivel observar que o agrotdxico em estudo ¢ eluido como
um pico isolado no cromatograma, sem a preseng¢a de interferéncias provenientes dos
componentes da matriz no seu tempo de retengdo. Conforme estabelecido pelo documento
SANTE/11312/2021, um método pode ser considerado seletivo quando o analito ndo ¢ afetado
pelos coextrativos presentes na matriz da amostra ou afetado em no maximo30 % da sua area
de pico inicial. Com base nessa condi¢do, pode-se afirmar que o método de andlise
desenvolvido ¢ seletivo para determinagao de residuos de tiametoxam em amostras de latossolo

vermelho.

4.3.2 Curvas analiticas para quantificagdo do tiametoxam

4.3.2.1 Faixa de trabalho, linearidade e sensibilidade

Com o objetivo de avaliar a linearidade do método proposto, foram construidas duas
curvas analiticas utilizando diferentes métodos de calibragcdo. A primeira curva foi construida
em acetonitrila, empregando o método do padrdo externo, enquanto a segunda curva analitica
foi preparada no extrato da amostra, utilizando o método da calibracdo na matriz. A faixa de

concentracdo empregada para a construg¢do das duas curvas analiticas foi de 0,010 a 1,000 mg
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L' de tiametoxam. A Figura 11 apresenta as curvas analiticas obtidas para o tiametoxam por

meio dos métodos mencionados.

Figura 11. Curvas analiticas para o tiametoxam obtidas pelo método do padrdo externo e pelo método
da calibracdo no extrato da matriz.
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Com base nas curvas analiticas ilustradas na Figura 11, foram determinados os seus

parametros analiticos que estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Parametros analiticos das curvas pelo método do padrdo externo (preparada em solvente) e
pelo método da adicdo padrdo (preparada no extrato).

Curvas analiticas
Parametros analiticos

Preparada em solvente Preparada no extrato da matriz
Coef. regressao () 0,99961 0,99994
Coef. determinacdo (R?) 0,99981 0,99997
Coeficiente angular 33929.7 50096.4
Coeficiente linear 4448 31,0
Equacio da reta A =444,8 + 33929,7xXCtmx A=31,0+50096,4xCrmx
Faixa de trabalho 0,010 a 1,000 0,010 a 1,000

(mgL™)

Ao analisar a Tabela 4, pode-se observar que os coeficientes de regressao linear (1) e de
determinacdo (R?) obtidos para as duas curvas analiticas apresentaram valores superiores a 0,99
que ¢ o critério de aceitacdo estabelecido pelo documento SANTE/11312/2021 (SANTE, 2022)

para a linearidade do método. Com base nisso, pode-se afirmar que os modelos lineares
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ajustados aos dados das curvas analiticas do tiametoxam sdo adequados para realizar as
determinacdes analiticas do inseticida na matriz de latossolo vermelho. E importante enfatizar
que o método analitico, portanto, demonstrou uma boa linearidade de resposta para o inseticida
quando determinado na matriz de solo. A faixa de trabalho foi escolhida com base na menor
concentragio do tiametoxam quantificavel pelo método, de 0,010 mg L' até 100x esse valor, e
foi considerada adequada para quantificar a presenca de residuos de tiametoxam em amostras
de latossolo vermelho.

Ainda de acordo com a Tabela 4, a sensibilidade do método ¢ maior quando empregada
a curva analitica preparada no extrato da matriz, pois apresenta maior coeficiente angular da
equacgio da reta que a curva preparada em acetonitrila, 50096 vs. 33930 L mg™!. Isso significa
que a curva preparada na matriz do solvente fornece ao método analitico maior capacidade de

discriminar pequenas variagdes na concentragao do tiametoxam nas amostras de solo.

4.3.2.2 Efeito matriz

Com o proposito de avaliar a presenga de efeito matriz no método analitico
desenvolvido, foi adotado o procedimento recomendado pelo documento SANTE/11312/2021
(SANTE, 2022). O efeito matriz foi avaliado qualitativamente pela comparagao das inclinacdes
das curvas analiticas preparadas em acetonitrila e no extrato da matriz de solo, Figura 11.
Segundo o referido documento, o indicativo qualitativo do efeito matriz em um método
analitico ¢ confirmado quando nao ha sobreposi¢do das duas curvas analiticas. Como observado
na Figura 11, existe efeito matriz no método proposto para determinagdo de tiametoxam de
amostras de solo, uma vez que as inclinagdes das duas curvas analiticas sao diferentes.

Além da avaliagdo qualitativa mencionada, o efeito matriz também foi avaliado
quantitativamente por meio do calculo do percentual do efeito matriz (%EM) no método
proposto, utilizando-se da Equagdo 3. Com base nos coeficientes angulares obtidos para as duas
curvas analiticas em acetonitrila € no extrato, foi obtido uma %EM de 32 %. Este valor indica
que o efeito matriz do método analitico ¢ moderado (ECONOMOU et al, 2010). Quando a
variagdo percentual ¢ inferior a 20 %, o efeito matriz ¢ considerado negligenciavel. J4 quando
a variagdo esta na faixa de 20 % a 50 %, o efeito matriz é considerado moderado e a
quantificagdo do tiametoxam devera ser realizada pela equagdo da reta obtida para a curva
preparada no extrato da matriz, uma vez que esta compensa o efeito matriz do método
(ECONOMOU et al., 2009). Em analises de amostras complexas como o solo, o efeito de matriz

¢ sempre evidente (PINHO et al., 2009).
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4.3.2.3 Limite de quantificag¢do

O LOQ de um método analitico ¢ uma medida crucial, pois representa a menor
concentragdo do analito em uma matriz que o método consegue quantificar com precisdo e
exatiddo aceitaveis. No caso de contaminantes organicos como o0s agrotoxicos, que sao
normalmente encontrados em niveis inferiores a partes por milhdo (ppm) nas amostras, ¢ de
extrema importancia que o LOQ seja o menor possivel, permitindo assim uma maior
detectabilidade do método analitico.

No método desenvolvido neste estudo, o LOQ foi determinado por meio da injegdo
sequencial de solugdes padrao do tiametoxam em concentragdes decrescentes. A menor
concentragdo que gerou um pico para o tiametoxam discriminado da linha de base e com area
repetitiva foi definida como o LOQ. O valor obtido do LOQ para o tiametoxam em latossolo
vermelho foi de 0,010 mg L' e o cromatograma desta determinacio est4 apresentado na Figura
12. Para a confirmagio do LOQ, a solu¢do na concentragio de 0,01 pg mL™! foi injetada 5 vezes
e o desvio padrao relativo medido foi de 10,0 %, inferior aos 20 % definido pelo documento
SANTE/11312/2021 como o maximo aceitavel. Este valor de concentracdo do tiametoxam
equivale, de acordo com as condi¢des do método ESL-PBT otimizado, a um teor de 0,04 mg
kg de tiametoxam no solo. Como nio h4 referéncia para o limite de tiametoxam toleravel no
solo, comparou-se esse valor com o limite maximo residual (LMR) para o tiametoxam em graos
de feijio que é de 0,3 mg kg, de acordo com a Organizacio das Nagdes Unidas para
Alimentagdo e Agricultura (FAO, 2019). Esse resultado demonstra que o método proposto
possui uma detectabilidade adequada para quantificar residuos de tiametoxam na matriz de

latossolos vermelhos.
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Figura 12. Cromatograma de uma solugdo a 0,010 mg L™ de tiametoxam, empregando CLAE-DAD
nas condicoes otimizadas de analise.
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4.3.3 Precisdao da metodologia

Quando sdo propostos novos métodos analiticos, ¢ essencial avaliar a precisdo e
exatiddo deste novo método. A precisdo de um método pode ser determinada em dois niveis
distintos dentro do laboratdrio: repetibilidade e reprodutibilidade intralaboratorial, conforme
definido pelo guia (SANTE, 2022). Estes niveis de precisdo do método de determinagdo de

tiametoxam em amostras de solo foram validados neste trabalho.

4.3.3.1 Repetibilidade

A repetibilidade do método desenvolvido foi avaliada utilizando a amostra de latossolo
vermelho fortificada com o padrao de tiametoxam em sextuplicata, seguindo as recomendacdes
do documento SANTE/11312/2021, nas quais todas as condi¢des de execucao do método foram
mantidas constantes em curto intervalo de tempo, incluindo o mesmo analista (SANTE, 2022).
A amostra foi fortificada em duas concentragdes, correspondentes a 5x ¢ 10xLOQ, com seis
repeti¢des cada e submetida ao método ESL-PBT otimizado, sendo os extratos analisados por
CLAE-DAD. A repetibilidade do método foi expressa por meio do desvio padrao relativo
(RSD) dos resultados obtidos para as réplicas em cada nivel de concentragdo avaliado. Os

resultados obtidos para estas medidas sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Resultados da precisdo, no nivel de repetibilidade, do método ESL-PBT para determinagdo
de residuos de tiametoxam de amostras de solo (n = 6).

Criametoxam (mg L!)  Replicatas Recuperacio (%) RSD (%)

1 81,2
2 87,2
0,050 3 94,2 57
(5xLOQ) 4 94,0 ’
5 86,0
6 90,7
1 91,4
2 96,1
0,100 3 90,7 -
(10xLOQ) 4 96,8 ’
5 93,2
6 97,5

Os valores de RSD obtidos para as medidas realizadas em sextuplicata de extracdes de
tiametoxam do latossolo vermelho empregando a ESL-PBT otimizada foram de 5,7 % e de
3,1 % para os niveis de 5XLOQ e 10xLOQ, respectivamente. Esses valores estdo abaixo do
limite aceitavel de RSD < 20 %, estabelecido pelo documento SANTE/11312/2021 para
garantir a precisdo do método. Portanto, pode-se concluir que o método proposto para
determinagdo de residuos de tiametoxam em latossolo vermelho apresenta uma boa
repetibilidade, uma vez que os valores de RSD estdo dentro dos critérios de aceitacdo

estabelecidos.

4.3.3.2 Reprodutibilidade intralaboratorial

Para avaliar a reprodutibilidade intralaboratorial do método analitico de determinacao
de residuos de tiametoxam em latossolo vermelho, foi seguido o protocolo estabelecido no
documento SANTE/11312/2021 (SANTE, 2022). Foram realizadas extragdes por meio do
método ESL-PBT otimizado em sextuplicata, utilizando amostras de solo fortificadas em dois
niveis de concentracao do tiametoxam: 5XLOQ e 10xLOQ. Essas analises foram executadas de
forma idéntica, mantendo as mesmas condig¢des experimentais, porém sendo realizadas em dois
dias diferentes e com a participacdo de dois analistas.

A precisdo intermediaria foi expressa pelo desvio padrao relativo (RSD), que permite

avaliar a variacao dos resultados entre as replicatas das medidas realizadas em diferentes dias
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por diferentes analistas. Os resultados obtidos para as medidas de reprodutibilidade

intralaboratorial podem ser encontrados na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados da precisdo, no nivel de reprodutibilidade intralaboratorial, do método ESL-PBT
para determinagdo de residuos de tiametoxam de amostras de solos (n = 12).

Recuperacao (%)

CTiametoxam

(mg L) Réplicas 1° dia 2° dia RSD (%)
Analista A Analista B
1 81,2 74,0
2 87,2 70,5
0,050 3 94,2 75,4 100
(5xLOQ) 4 94,0 80,0 ’
5 86,0 74,5
6 90,7 76,7
1 91,4 83,5
2 96,1 85,2
0,100 3 90,7 89,2 62
(10xLOQ) 4 96,8 84,6 ’
5 93,2 88,4
6 97,5 80,5

Essa analise da precisdo intermediaria ¢ fundamental para verificar a confiabilidade e a
consisténcia do método analitico quando uma outra condi¢do do método ndo € possivel de ser
totalmente atendida. De acordo com a Tabela 6, os valores de RSD para as medidas em
sextuplicata nos dois niveis de fortificacdo da matriz de latossolo vermelho foram de 10,0 % e
6,2 %, respectivamente para 5xLOQ e 10xLOQ, ficando abaixo do limite de 20 %, conforme
recomendado pelo documento SANTE/11312/2021. Esses resultados indicam uma excelente
precisdo intermediaria do método analitico, demonstrando sua capacidade em fornecer
resultados consistentes, mesmo quando executado por diferentes analistas e em dias diferentes.
Essa boa precisdo intralaboratorial € essencial para garantir a confiabilidade das determinagdes

de tiametoxam nas amostras de solo.

4.3.4 Exatidao (Ensaios de adicdo e recuperacdio)

Para avaliar a exatiddo do método proposto para a determinagdo de tiametoxam em

latossolo vermelho, foram realizadas extragdes em sextuplicata de amostras de solo fortificadas

em dois niveis de concentra¢do de tiametoxam, correspondentes a 5XLOQ e 10xLOQ, ou seja,
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0,050 mg L' e 0,100 mg L!. As analises foram conduzidas em dois dias diferentes com troca
de analistas. A exatidio do método foi estimada com base nos valores percentuais de
recuperagdo do inseticida, apds a extragao realizada pelo método ESL-PBT otimizado. Os

resultados da taxa de recuperagao do tiametoxam estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Taxas de recuperagdo do tiametoxam nas amostras de solos pelo método ESL-PBT.

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

0,081 81,2 0,074 74,0
0,087 87,2 0,070 70,5
0,050 0,094 94,2 0,075 75,4
(5xLOQ) 0,094 94,0 0,080 80,0
0,086 86,0 0,074 74,5
0,090 90,7 0,076 76,7
0,091 91,4 0,083 83,5
0,096 96,1 0,085 85,2
0,100 0,091 90,7 0,089 89,2
(10xLOQ) 0,097 96,8 0,084 84,6
0,093 93,2 0,088 88,4
0,097 97,5 0,080 80,5

De acordo com as diretrizes do guia de validagdo da Comunidade Europeia e com os
resultados da Tabela 7, a porcentagem de recuperagdo de agrotdxicos em matrizes alimenticias
estao dentro da faixa de 70 a 120 %. Para amostras mais complexas como as amostras de solos,
essa variagao pode ser ainda mais ampla, de 30-140%, desde que os resultados apresentem uma
precisdo com RSD <20 % (SANTE, 2022). Com base nos dados da Tabela, as porcentagens de
recuperacdo do tiametoxam em latossolo vermelho, utilizando o método ESL-PBT otimizado,
situaram-se entre 70,5 % e 97,5 %, nos niveis de fortificacdo das amostras proximos do limite
instrumental, sendo assim, os resultados obtidos foram satisfatorios independentes da mudanca
de dias de realizagdo do método e do analista, indicando que o método proposto apresenta uma
boa exatidao na determinagao de residuos de tiametoxam em latossolo vermelho destinado ao

plantio de feijao, garantindo a confiabilidade na aplicacdo do método para esta finalidade.
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4.3.5 Robustez via teste de Youden

A fim de avaliar a robustez do método de determinacao de tiametoxam em amostras de
latossolo vermelho, utilizou-se o teste de Youden (YOUDEN; STEINER, 1975). Foram
realizadas pequenas alteragdes nas condi¢des otimizadas de sete variaveis do método proposto.
Conforme proposto por Youden, foram conduzidas oito extragdes de tiametoxam em latossolo
vermelho utilizando o método ESL-PBT. Essas extra¢des combinaram as condi¢des otimizadas
e moderadamente alteradas das sete varidveis. Essas modificacdes buscam representar
variagdes minimas que podem ocorrer durante as analises de rotina.

Assim, a robustez do método analitico foi determinada a partir da diferenca nas taxas de
recuperagao de tiametoxam entre a condigdo 6tima e a condigdo alterada para as sete variaveis

estudadas. Os resultados destes efeitos estdo apresentados na Figura 13.

Figura 13. Efeito dos fatores avaliados no estudo de robustez do método de determinagdo de
tiametoxam em latossolo vermelho, empregando o método proposto.
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Ao analisar o grafico presente na Figura 13, ¢ possivel constatar que, para cada fator
analisado (temperatura da coluna, porcentagem de metanol na fase movel, vazao da fase movel,
marca de metanol, massa da amostra, tempo de congelamento e volume de solvente extrator),
os efeitos das pequenas variagdes deliberadamente realizadas nos fatores ndo resultaram em
variacoes significativas na taxa de recuperacao do tiametoxam. A maior diferenca nas taxas de
recuperagdo foi identificada na alteracdo do volume de solvente extrator (acetonitrila) no
método ESL-PBT. Essa mudanca afetou a porcentagem de recuperagdo, causando uma

influéncia de +10,14 % na resposta, ou seja, aumentou de 85 % para cerca de 94 % de extragdo
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do tiametoxam. E valido destacar que a variagdo de recuperagdo, conforme as exigéncias
estabelecidas pelo guia SANTE/11312/2021, se manteve dentro da faixa de 70 a 120 % para
todas as condigdes analisadas. Dessa forma, pode-se afirmar que o método demonstra robustez

para determinacao de tiametoxam em amostras de solo em uma analise de rotina.
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5 CONCLUSOES

Neste estudo, foi desenvolvido e otimizado um método de extracao (ESL-PBT) de
residuos de tiametoxam em latossolo vermelho, utilizado no plantio de feijao. A analise foi
realizada por CLAE-DAD. Os resultados obtidos demonstraram uma eficiente recuperacao dos
residuos e uma detectabilidade adequada, inferior ao limite maximo de residuos de tiametoxam
em feijado, estabelecidos por 6rgaos regulamentadores. A metodologia ESL-PBT otimizada pode
ser considerada simples, de facil execugdo por ser constituida de poucas etapas € com pouca
manipulacdo por parte do analista, empregando um Unico solvente quimico em baixo volume
para a extragdo do tiametoxam de amostras de solo, alcangando rendimentos percentuais
proximos a 100%.

A avaliacdo das figuras de mérito do método proposto, como seletividade, limite de
quantificagdo, linearidade, efeito matriz, exatidao/precisdo e robustez, revelou que o método ¢
adequado para o propoésito desejado, ou seja, determinagdo de residuos de tiametoxam de
amostras de latossolo vermelho destinado ao plantio de feijdo, atendendo aos critérios de
aceitacdo estabelecidos pelas agéncias reguladoras nacionais e internacionais. Embora o
detector por arranjo de diodos ndo apresente a mesma sensibilidade da espectrometria de
massas, os valores de LOQ obtidos para o tiametoxam foram menores que os limites maximos
residuais para o inseticida em outras matrizes, ja que ndo ha referéncia para solos.

Esses resultados evidenciam a eficacia do método de extragao (ESL-PBT) desenvolvido
neste estudo, se apresentando como um protocolo analitico adequado para monitorar os residuos
de tiametoxam em amostras de solos do cultivo de plantas de feijao, que estdo sendo submetidas
a diferentes tratamentos com o inseticida em experimento realizado na Casa de Vegetagao,

instalada na Universidade Federal de Uberlandia, campus Pontal.
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