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A LIQUID CHROMATOGRAPHY METHOD FOR DETERMINATION
OF PYRETHROIDS INSECTICIDES RESIDUES IN BEANS.
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A rapid liquid chromatographic (LC) method was developed for simultaneous determination of 7 pyrethroid
insecticides in beans. Residues were extracted from beans with acetone, followed by partition with ethyl
acetate/cyclohexane (1+1) and clean up by gel-permeation chromatography. LC separation was performed on
a LiChrospher 100 RP-18 column using acetonitrile/water (8+2) as mobile phase. The pesticides were detected
by molecular absorption spectrophotometry at 212 nm. Recoveries of 7 pyrethroids fortified at 0.010; 0.10; 1.0
mg kg-1 levels were within the range 71-105 %. Advantageous features of this method are: the quantification
limits, which were between 0.004 and 0.011 mg kg-1, and the simplicity in the sample treatment, which requires
less clean-up if compared with the GC-ECD determination. No residues of pyrethroids were detected in 48 bean
samples commercialized in Sao Paulo City during 2008.
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method validation

Introducio consumidor [4].

Para dar suporte ao monitoramento de residuos
de pesticidas, novas técnicas € métodos sdo necessarios
para melhorar a qualidade da analise e também facilitar
o trabalho dos analistas.

Hoje em dia muitos métodos modernos sao
propostos para esta finalidade, como os métodos descri-
tos na revisao da literatura feita por Prestes et al. [5],
porém, na maioria das vezes os laboratdrios ndo pos-
suem estrutura e tecnologia para utilizar esses métodos.

A cromatografia a liquido de alta eficién-
cia (CLAE) ¢ uma técnica alternativa para a detecg¢ao
e quantificagdo de alguns pesticidas, em especial os
piretroides que possuem alta massa molecular em com-
paragdo com a maioria dos pesticidas.

Usualmente os residuos de inseticidas
piretroides sdo determinados por cromatografia a gas
com detector de captura de elétrons (CG-ECD) ou detec-
tor de espectrometria de massa (CG-MS), como citado
por Vieira et al. [6], porém a determinagao de piretroides
por cromatografia a gas, principalmente quando colunas

De acordo com Head, citado por Hirata [1], as
piretrinas sao extraidas de flores da Chrysanthemum
Cinerariaefolium, muito semelhante a margarida co-
mum; as propriedades destas plantas sdo conhecidas
pelo menos desde o primeiro século da nossa era, como
testemunhado pelos chineses, mas foram os comer-
ciantes arménios que a trouxeram do Caucaso e de
regides vizinhas, para a Europa Ocidental [2]. O piret-
ro utilizado ha aproximadamente 400 anos no controle
de insetos, era conhecido como o “P6 da Pérsia”. Em
1880 o piretro foi introduzido no Japao, que passou a
exporta-lo em 1886, tendo sido, até a Primeira Guerra
Mundial, o principal produtor [3].

Os resultados levantados nas avaliacdes de
residuos de pesticidas servem para dar suporte aos
servicos governamentais de extensdo agricola, para
aperfeigoar o uso de pesticidas e praticas de aplicagao
por agricultores, bem como para minimizar os riscos ao
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capilares sdo utilizadas, identificam varios isomeros que
muitas vezes nao sao separados de forma satisfatoria,
apresentando baixa resolucdo cromatografica. Na deter-
minagdo por CLAE, utilizando colunas de fase rever-
sa, esta dificuldade ¢ descartada devido a observagao
de apenas um pico para cada piretroide, salvo para per-
metrina que apresenta seus isdmeros cis € trans com Oti-
ma resolucgao.

Para uma otimizacdo no emprego de CLAE e
CG em analise de residuos de pesticidas em alimen-
tos (origem vegetal e animal) e amostras ambientais, ¢
necessario que ocorra um preparo adequado da matriz a
ser analisada utilizando técnicas apropriadas, como tam-
bém, na extragdo, purificagdo, identificacdo e quantifi-
cacdo dos pesticidas. A CLAE permite a determinagao
de compostos ndo volateis e termo-labeis e, além disso,
o método nao requer a perfeita limpeza (clean-up) das
amostras, como acontece no emprego do CG-ECD [7].

Segundo informacdes recolhidas na pagina
eletronica da EMBRAPA, o feijdao ¢ um alimento basi-
co para o brasileiro, chegando a ser um componente
obrigatorio na dieta didria da populagdo. A média atu-
al de consumo de feijao ¢ de 14,9 kg/brasileiro/ano. A
preferéncia do consumidor ¢ regionalizada e diferencia-
da principalmente quanto a cor e ao tipo de grao [8].

A validacdao de um método estabelece, através
de estudos sistematicos de laboratorio, que o método
¢ adequado a finalidade, isto ¢, suas caracteristicas de
desempenho sdo capazes de produzir resultados corre-
spondentes as necessidades do problema analitico [9].

Os parametros de validagdao de métodos analiti-
cos envolvem: Especificidade/Seletividade, Fungao
de Resposta (curva analitica), Intervalo de Trabalho
(Faixa), Linearidade, Exatiddo, Precisdao, Limite de De-
teccao e Limite de Quantificagado [10].

No presente trabalho sera descrito o desen-
volvimento e a valida¢ao de um método de cromatogra-
fia de fase liquida, com detec¢ao por espectrofotometria
de absorcdo molecular na regido do ultravioleta, para
determinagdo de residuos de piretroides em feijao.

Material e Métodos

Reagentes e solugoes
Os reagentes utilizados no método foram: Sulf-
ato de sodio PA (Quimex); Cloreto de s6dio PA (Quim-
ex); Acetona RP (Tedia); Acetato de etila RP (Tedia);
Cicloexano RP (Tedia); Resina BIO-BEADS® SX3
(Bio-Rad); Acetonitrila HPLC (Tedia); Agua grau L.
Os padrdes primarios dos produtos, fenvaler-
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ato 99% (Riedel-de-Haén), fempropatrina 97% (Rie-
del-de-Haén), deltametrina 99,15% (Ultra Scientific),
lambda-cialotrina 99% (Accustandard), cipermetrina
98% (Ultra Scientific), bifentrina 99,7% (Accustan-
dard) e permetrina 99,6% (Dr. Ehrenstorfer), foram
inicialmente dissolvidos em acetonitrila, preparando-se
solugdes estoques de concentragdes 1000 ng uL'. As
demais solucdes foram preparadas em acetonitrila/agua
(8+2).

Extracdo

Pesar em frasco reagente de 250 mL, 20 g de
amostra previamente triturada e homogeneizada. Utilizar
para isso uma balanga analitica com resolugdo até 0,1 mg.
Adicionar 36,5 g de 4agua desionizada e homogeneizar
agitando manualmente. Adicionar 100 mL de acetona.
Homogeneizar no Ultra Turrax® por 3 minutos. Adicionar
17,5 g de NaCl. Homogeneizar no Ultra Turrax® por mais
1 minuto.

Particdao

Adicionar 50 mL de solu¢do acetato de etila/
cicloexano (1+1). Homogeneizar no Ultra Turrax® por
1 minuto. Deixar em repouso para separar as fases por
aproximadamente 30 minutos. Coletar 100 mL da fase
organica (sobrenadante). Filtrar em funil analitico com
algodao coberto com 50 g de sulfato de sodio anidro,
recolhendo o filtrado em baldo de fundo redondo de 250
mL. Lavar o sulfato de sodio duas vezes com 10 mL de
solugdo acetato de etila/cicloexano (1+1). Concentrar
no evaporador rotativo a 40°C e 40 psi até o volume
de aproximadamente 2 mL. Secar com fluxo suave de
nitrogénio. Ressuspender em 10 mL da solugdo acetato de
etila/cicloexano (1+1).

Purificacio em coluna de cromatografia de
permeagdo a gel (GPC)

Filtrar os 10 mL obtidos anteriormente em
Na SO, anidro com auxilio de funil pequeno de vidro e
algoddo lavado com diclorometano. Injetar 5 mL, da
solugdo filtrada, no GPC com vazio de SmL min™ usando
a solugao acetato de etila/cicloexano (1+1) como eluente.
Desprezar a solugdo eluida referente aos primeiros 18
minutos (90 mL). Recolher em baldao de 250 mL os
proximos 110 mL, onde se encontram os piretroides. Este
volume corresponde a 22 minutos de tempo de eluigao.
Efetuar a limpeza do GPC eluindo a solu¢do por mais 5
minutos (25 mL). Concentrar em evaporador rotativo, a
40°C e pressao de 55 psi, os 110 mL recolhidos no GPC até
um volume de aproximadamente 2 mL. Secar com fluxo
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suave de N,. Lavar o baldo com 5 mL de acetonitrila/agua
(8+2) e recolher em tubo graduado de 10 mL com rosca
esmerilhada. Injetar 100 pL no cromatografo a liquido
com detector UV-Visivel.

Condigoes cromatograficas

Cromatografo de fase liquida Varian®: Bomba
9012, Detector UV-Visivel 9050; Coluna: Merck®
LiChrospher® RP 18 5 um x 15 cm x 0,46 mm; Vazio:
0,8 mL min'; Tempo de corrida: 30 minutos; Tempo
de estabilizacdo: 2 minutos; Comprimento de onda: 212
nm; Volume de injegao: 100 pL; Fase movel: acetonitrila/
agua (8+2); Integrador 4400 Varian®; Atenuagdo: 16;
Velocidade do papel: 0,5 cm min'; Inibi¢do de integragio:
integrar apos 11 min; Tipo de integracao: Valley-to-Valley
Baselines.

Validacdo

Os parametros de validagdo estudados foram:
Especificidade/Seletividade, Fungdo de Resposta (curva
analitica), Intervalo de Trabalho (Faixa), Linearidade,
Exatidao, Precisdo (Repetitividade e Reprodutibilidade),
Limite de Detecgao e Limite de Quantificacao.

Para avaliagdo da Funcdo de Resposta/Inter-
valo de Trabalho/Linearidade foram construidas curvas
analiticas de calibragdo para cada piretroide com con-
centragdes entre 0,02 a 2,00 ng mL™!, cobrindo toda a
faixa de resposta obtida nos trés niveis de fortificacao
estudados, obtidas a partir de 3 injecdes consecutivas de
8 concentracdes de solugdes-padrao injetadas em ordem
crescente de suas concentragdes.

Limite de Deteccao/Limite de Quantificagdo:
O limite de detecgao foi calculado como a razao sinal/
ruido com valores de 2:1 e o limite de quantificacao
foi estabelecido pela razao sinal/ruido 10:1, obtida por
meio da comparagdo dos sinais medidos da amostra
com baixas concentragdes conhecidas do analito, com
as do branco [11, 12, 13, 14].

Seletividade: Foram analisadas 7 repeti¢cdes do
branco (amostras testemunhas de feijao adquiridas com
produtores organicos) para observar a nao interferéncia
de picos na regido cromatografica de interesse.

Além disso, uma amostra fortificada foi injeta-
da em cromatdgrafo a gas com detector de captura de
elétrons, comparando-se os tempos de retengao com os
tempos caracteristicos dos padrdes de piretroides injeta-
dos nas mesmas condigoes.

Exatidao/Precisdao: As amostras testemunhas
de feijao foram fortificadas em 3 niveis: 0,010; 0,10 e
1,0 mg kg! e realizadas 7 repeti¢des para cada nivel. Os
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valores de recuperacdo e coeficiente de variagdo foram
comparados com os intervalos propostos por diferentes
orgdos como Codex Alimentarius, SANCO, EPA e
AOAC/FAO/TAEA/TUPAC.

Amostras analisadas

Foram analisadas 48 amostras de feijao
adquiridas no comércio varejista da cidade de Sao Paulo
durante o ano de 2008 e coletadas aleatoriamente. As
amostras foram analisadas no mesmo dia em que deram
entrada no laboratoério.

Resultados e Discussao

Cultura Estudada

Os critérios para a escolha da cultura estudada
seguiram dois principios: as culturas mais sujeitas a
aplicagdo de pesticidas piretroides e amaior porcentagem
de comercializagao destas culturas no pais.

Desta forma foi escolhido o feijao para ser
estudado, pois, além do grande consumo deste produto
pelos brasileiros, ele também apresenta registro para a
maioria dos piretroides estudados, como mostrado na
Tabela 1.

Tabela 1 — Limites maximos de residuo permitido dos piretréides
estudados, na cultura de feijao [15].

Piretroides Medalidade de emprego  LMR* (mg kg'l) Intervalo de seguranca

Permetrina Sem registro

Cipermetrina faliar 0,05 14 dias
Fenvalerato, Sem registro

Eenpropatrina foliar 0,01 14 dias

Deltametring faliag 02 16 dias

armazenado 02 30 dias

Lambda-cialotring faliar 0,05 13 dias

Bifentrina faliar 0,02 20 dias

*Limite Maximo de Residuo

Condigoes cromatogrdficas
Foram realizados estudos para a verificagdo das
melhores condi¢des de analise, variando-se os seguintes
parametros: fase estaciondria, fase movel, vazao da fase
moével e comprimento de onda.
Os comprimentos de onda utilizados para a
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determinagdo dos piretroides foram selecionados a par-
tir dos espectros de absor¢dao molecular na regido do
UV-Vis obtidos entre 190 e 400 nm. O comprimento
de onda de 212 nm apresentou melhor resultado, onde
os piretroides apresentaram maior absortividade, com
menor varia¢ao da linha de base cromatogréafica.

Com inje¢des nas condi¢des cromatograficas
apresentadas em “Material e Métodos”, observa-se as
resolugdes cromatograficas apresentadas na Tabela 2. A
resolucdo foi maior que 1,5 para todos os picos e desta
forma € possivel a determinagdo quantitativa para todos
os piretroides na mesma amostra.

Tabela 2 — Valores de resolu¢do dos picos para solugdo padrao
0,02 ng pL-1.

Artigo/Article

um dado piretroide.

Observa-se na Tabela 3 que todos os piretroides
apresentaram coeficientes de correlacio > 0,997,
indicando uma linearidade de resposta nas condigdes
cromatograficas especificadas, o que demonstra a
habilidade do método em obter os resultados de teste
proporcionais a concentragdo dos piretroides estudados,
na faixa de trabalho pretendida.

Tabela 3 - Dados da equacdo linear e coeficiente de correlagdo
das curvas analiticas de calibragdo.

Piretroide. alo~ Sdgald R10F 5deb10-+ r?
m& RESOI'IM;ED Bifentrina -3 3 116 3 0,997
Eeapropatring 2 1 57 1 0,997
Fenyalerato 2 1 74 1 0,998
EenpropatrinaTambda-cialotrina 1.6 Cipermetring, 2 17 96 2 0,998
Deltametrina 0.6 1 g8 1 0,999
Lambda-cialotrina/Fenval 15 Trans-Permetrina 0.6 0.9 93 1 0,999
ambea ) Cis-Permetrina, 06 0.9 94 1 0,999
Lambda-Cialotrina 0.7 2 g8 2 0,999
Eenvalerato/Bifentrina 83
Nota: y = a+ bx, a = coeficiente linear, b = coeficiente angular, § = desvio padriio, 12 = coeficiente de
correlagio.
CipermetrinaDeltameiring 20
Deltametrina/Cis-permetring 37 N . .
) Como substancias diferentes podem apresentar
Cis-permetrina/ Trans-permetrina 13 respostas similares em dadas condi¢cdes deve-se

Metodologia de extracdo e purificagdo da
amostra:

A técnica de extracdo utilizada foi a
mesma descrita no método DFG-S19 [16, 17], com
modificagdes [18], sendo utilizados apenas 100 mL de
acetona em 20 g de amostra. Foi realizada uma particao
utilizando apenas 50 mL de acetato de etila/ciclohexano
(1+1), seguindo-se a purificacdo por cromatografia de
permeacdo em gel (GPC), também utilizada no método
DFG-S19, com modificagdes.

Validacdo do método

Os piretroides apresentam varios isdmeros,
muitas vezes de dificil separacdo. A cromatografia
liquida de fase reversa de modo geral ndo separa os
isomeros, com excecdo da permetrina, que apresentou
os picos referentes a suas formas cis e trans. Essa
caracteristica facilita a interpretacdo dos cromatogramas,
sem prejudicar a informagdo sobre presenga ou nao de
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proceder a verificacdo da especificidade, seguida por
outras técnicas comprobatorias.

A seletividade foi verificada pela observagao
dos cromatogramas das amostras em branco, que nao
apresentaram nenhum pico na regido cromatografica
de interesse. E para se ter certeza de que os picos
encontrados nos estudos de fortificagdo sdo realmente
0s picos caracteristicos dos piretrdides, uma amostra em
estudo foi injetada em cromatografo a gas com detector
de captura de elétrons, comparando-se os tempos de
retengdo com o0s tempos caracteristicos dos padrdes
de piretroides injetados nas mesmas condic¢des. Isto
confirmou a identificacdo qualitativa dos piretroides
feitas por CLAE, comprovando sua seletividade.

Observa-se na Tabela 4, que todos os piretroides
apresentaram recuperagdes dentro do intervalo de 70 a
120%, proposto pela Agéncia de Protecio Ambiental
dos Estados Unidos da América [19] e pelo Codex
Alimentarius, [20]. Os valores estdo também de acordo
com a Comissdo Européia para monitoramento de
residuos de pesticidas, que propde um intervalo de 70
a 120% [21]. Todas as recuperagdes variaram entre 70
- 106% (Tabela 4), de acordo com os intervalos aceitos
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para as concentracdes estudadas; o método proposto
mostra-se, assim, exato.

Tabela 4 — Recuperagbes, Limites de Detecgdo e Limites de

Artigo/Article

Quantificagdo.
Tabela 4 — Recuperacies, Limites de Deteccio e Limites de Quantificacio.
Limite de Limite de Nivel de Coeficiente
- . . . . Recup. Desvio L.
Piretroides Deteccio Quantificacie Fortificacio de Variacio
) . . Média(%)  Padrio
{mg kg™) {mg kg™) (mg keg™) (%)
0,010 1035 126 12,0
Fempropatrina 0,001 0,006 0,10 80 20 37
1.0 21 121 13,2
0,010 a7 114 11,8
Fenvalerato 0,002 0.010 0,10 79 3.7 47
1.0 100 6,1 6,1
0,010 o9 8.1 8.2
Cipermetrina 0,001 0,004 0,10 T8 1.8 23
1.0 ] 19 19
0,010 26 12,2 12,8
Deltametrina 0,002 0,008 0,10 72 2, 35
1.0 o3 3.3 3B
0,010 1035 13,5 12,8
Trans-
] 0,002 0.008 0,10 T 6.5 a3
etrina
PEERERRS, 1.0 og 15 15
0,010 101 14,5 14,4
Cis-permetrina 0,002 0.010 0,10 80 10,5 13,1
1.0 o 1,7 1.7
0,010 104 119 11,5
Lambida-
i i 0,001 0,008 0,10 71 2.2 3.2
cialotring
1.0 o4 2.6 2.8
0,010 108 11,0 10,4
Bifentrina 0,002 0,010 0,10 85 5.9 7.0
1.0 o6 0.9 09
) o Para concentragdes baixas, como em analise
Os valores de coeficientes de variacdo

porcentual estdo de acordo com os indices propostos de
até 20%, segundo a comissao formada por membros das
organizacgdes: Association of Analytical Communities
(AOAC), Food and Agriculture Organization of the
United Nations (FAO), International Atomic Energy
Agency (IAEA) e International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC) [22]

Os limites de deteccdo e quantificacio do
método estdo apresentados na Tabela 4.
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de residuos de pesticidas, os valores de recuperagao e
coeficientes de variacdo sdo geralmente semelhantes
aos propostos pela comissdo de especialistas de
reconhecidas organizagdes tais como, AOAC,
FAO, TAEA, EPA, TUPAC [9, 21, 22, 23]. Os CV%
apresentados na Tabelas 3 variaram entre 0,9 - 14,4% e
estao dentro do que ¢ comumente aceito para analise de
residuos de pesticidas, mostrando que o método possui
repetitividade adequada e ¢ preciso nas concentragoes
estudadas.
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A reprodutibilidade foi verificada através da
realizacao das analises por diferentes analistas e em
diferentes datas. Assim, as 7 amostras fortificadas
foram separadas em dois grupos de 3 e 4 amostras. Um
dos grupos foi analisado em um dia por uma equipe de
analistas e o outro grupo, 5 dias depois, por outra equipe
de analistas. Os valores de recuperacdo se mantiveram
sem grandes variagdes nos dois grupos de amostras
analisadas separadamente, com CV% menores que
20%, portanto estatisticamente ndo significativos.

Resultado das andlises de amostras de feijao

Nenhuma das 48 amostras de feijao analisadas
apresentou residuos de pesticidas piretroides, resultado
perfeitamente aceito visto a baixa persisténcia desses no
meio ambiente e, também, a sua alta atividade inseticida,
possibilitando sua aplicacao em pequenas dosagens.

Nakagawa e Andréa [24] observaram que
plantulas de feijado plantado em solo com residuos
ligados de *C-atrazina, ndo absorveram estes residuos.
O mesmo talvez possa ocorrer com os piretroides.

Em um estudo realizado por Lopes e Dores
[25], na cidade de Aracaju, Estado de Sergipe, foi
encontrado 1,83 mg kg' de deltametrina em uma
amostra de feijao, juntamente com o inseticida diazinona
e propanil. Nenhuma outra referéncia da literatura
nacional descreve a presenca de residuo de piretrdides
em amostras de feijdo. A presenca destes inseticidas em
amostras de feijao se da pelo uso desses no processo
de armazenamento de graos. A aplicacdao de pesticidas
durante o armazenamento ¢ recomendado como a
técnica com melhor custo/beneficio para controle de
insetos.

Os inseticidas mais recomendados para esta
finalidade sao os piretréides e organofosforados. Como
nas amostras estudadas ndo se detectou a presenca de
piretroides, pode-se inferir a possibilidade de ocorréncia
de outros inseticidas, sendo que os organofosforados
seriam a primeira classe a ser estudada.

Conclusao

O método desenvolvido mostrou-se eficiente para
analise de feijdao. Isto foi demonstrado nos resultados
de validacgdo, os quais estdo de acordo com as diretrizes
requisitadas para validagdo de métodos analiticos
pelos principais orgdos nacionais e internacionais
regulamentadores e normativos.
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O diferencial deste método é o baixo limite de
quantificagdo que se conseguiu em relagdo aos outros
métodos descritos na literatura;, a simplificagdo na
determinagado, devido ndo ter apresentado os picos dos
isomeros; a necessidade de menos clean-up, quando
comparado a determina¢do com CG-ECD.

A auséncia de residuos de piretroides nas amostras
analisadas sugere a boa qualidade, em rela¢do aos
compostos analisados, do feijao consumido na cidade
de Sdao Paulo, o que atende a legisla¢do brasileira
neste setor, como ainda, indica que as normas de boas
praticas agricolas estdo sendo obedecidas e seguidas.
Entretanto, para que esta conclusdo seja confirmada, a
presenca de inseticidas de outras classes, especialmente
os organofosforados, precisa ser investigada.
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