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VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA ANALISE
DE AMITRAZ EM MEL UTILIZANDO GC/TSD

ES. Silva e M.R.R. Marchi
Departamento de Quimica Analitica, Instituto de Quimica, UNESP — Univ. Estadual
Paulista — 14800-900, Araraquara(SP), Brasil

Resumo: Este artigo descreve a validagao de método analitico para determinag@o do acaricida amitraz em mel
utilizando extragdo com n-hexano/acetona, cleanup em cartucho de extragao em fase solida (SPE) e analise por
cromatografia a gas com detector termoidnico seletivo (GC-TSD). O método pode ser utilizado para monitorar
apresenga do pesticida amitraz em mel, devido aos bons parametros analiticos, precisdo (CV<11%) e exatiddo
(>80%) dentro do intervalo 100-400 ng g". O limite estabelecido na Unido Européia, pelo Committee for
Veterinary Medicinal Products, para amitraz em mel (200 ng g") estd dentro deste intervalo. A resposta do
sistema analitico apresentou linearidade entre 100 e 800 ng mL" com coeficiente de correlacio de 0,9996,
limite de detecgdo (LD-7 ng g") e de quantificacio (LQ-100 ng g") . O método validado foi utilizado para
avaliar a qualidade de méis comercializados na cidade de Araraquara/SP, nas quais ndo foram detectados

residuos de amitraz.

Palavras-chave: Amitraz, validagdo analitica, mel, GC-TSD.

Introducao

O mel, obtido a partir do néctar das flores, é
uma mistura de substancias a qual o torna viscoso,
aromatico e agucarado [1]. Devido ao seu sabor
caracteristico, aroma agradavel, valor nutritivo,
propriedades medicinais e sensoriais tém atraido
milhares de consumidores [1]. Segundo os dados da
Confederagdo Brasileira de Apicultura (CBA), a
produgdo de mel em 2008 no Brasil foi de aproxima-
damente 18 mil toneladas, gerando um faturamento
de R$80,1 milhdes. [2]. Esta producdo pode ser
afetada por acaros que causam seriissimos danos
econdmicos para a apicultura de muitos paises e que
representa atualmente alta preocupacdo dos produto-
res ao redor do mundo [3].

Uma das pragas que afetam as colméias ¢ o
acaro Varroa jacobsoni, também denominado Varroa
destructor [3]. Foi detectado no Brasil desde 1978, ¢
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atualmente pode ser encontrado em praticamente em
todo o pais [4]. Trata-se de um acaro de coloracao
marrom, que infesta tanto crias como abelhas
adultas, ficando aderidos principalmente na regido
toracica, sugando a hemolinfa das abelhas, podendo
causar reducdo do peso, longevidade e deformacdes
nas asas ¢ patas da abelha [3]. O controle de acaros
como este se faz através da pulverizagdo do acaricida
amitraz (Figura 1) [5], conhecido comercialmente
como Apivar e Mitac.

CH3 CHs CHa

N=—CH—N—CH=N
\ 7 \

/ /

HsC CH;

Figura 1. Formula estrutural do amitraz.
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O Comité para Produtos Medicinais
Veterinarios na Europa (Committee for Veterinary
Medicinal Products) recomenda como limite maximo
de residuo (LMR) de amitraz em mel, a quantidade de
200 ng g [6]. No Brasil, este pesticida é proibido pela
Lei Federal de Agrotéxicos [7], ntimero 7802,
aprovada em 1989, que proibe o registro de produtos
que possam provocar cancer (carcinogénese), defeitos
na crianga em gestagdo (teratogénese) e nas células
(mutagénese). Porém este pesticida continua sendo
comercializado ilegalmente [7].

Diante deste mercado tdo ativo e da proble-
matica educacional com o uso adequado de acarici-
das, impde-se a necessidade do controle de qualidade
e monitoramento de méis, para que a populagdo e o
ambiente ndo se tornem vitimas desta substancia.

Este contaminante tem sido determinado por
muitas técnicas cromatograficas, seja por cromatogra-
fia liquida [8] ou cromatografia a gas [9]. Pela técnica
de HPLC séo utilizados os detectores de ultravioleta
(UV) [10], arranjo de diodos (DAD) [11] ou espectro-
metria de massas (MS) [12] para a determinacdo de
amitraz. Dos detectores para cromatografia a gas, o
mais utilizado devido a sua seletividade e baixos
limites de detecgao € o detector termoidnico seletivo
(TSD). Este detector ¢ seletivo para compostos
organicos contendo N e P na estrutura quimica. A
cromatografia a gas com detecgdo de espectrometria
de massas (GC/MS) também tem sido reportada
[13,14], utilizando-se o modo de monitoramento
seletivo de ions (SIM) para alcangar menores limites
dedeteccio (6ngg™)[15,16].

Neste trabalho buscou-se otimizar e validar
um método que permitisse a analise de amitraz em
mel e que ao mesmo tempo fosse simples (poucas
etapas), de baixo custo e apresentasse seletividade,
precisdo e exatiddo adequadas. Os parametros
envolvidos na validacdo foram: seletividade,
intervalo de trabalho, linearidade, sensibilidade,
precisdo, exatiddao, limites de detecgdo (LD) e
quantificacdo (LQ). Apos a validacgdo analitica, méis
comercializados na cidade de Araraquara (SP) foram
analisados.

Materiais e método
O padrdo de amitraz utilizado foi obtido da

Sigma-Aldrich (Riedel-de-Haén, Alemanha) com
99,4% de pureza. Os solventes foram: n-hexano,
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acetona ¢ acetato de etila grau P.A. (JT Baker ,
Xalostoc, México); cartuchos SPE (C-18, 500 mg) da
marca J.T.Baker (Bakerbond, USA). Os equipamen-
tos utilizados foram: cromatografo a gas Varian
(Walnut Creek, CA, USA), modelo 3800, acoplado a
workstation Star Chromatographic, injetor
split/splitless, coluna capilar Supelco
(30mx0,25mmx0,25°m) SPB-5 (5% fenil/95%
dimetilpolisiloxano), com detector termoionico
seletivo (TSD), banho termostatizado (Tecnal TE-
210); banho de ultrassom (Thornton-T50220 , 40
KHz), balanga analitica (Mettler Toledo AG 245),
agitador de tubos (Phoenix Model AP56) e centrifuga
(Excelsa Baby 1°206).

O método aqui otimizado e validado foi
adaptado da proposta de Jimenez e colaboradores
[17], que consistiu em aquecimento de 2 g de mel a
temperatura 35°C, extracdo com 3 x 15 mL de
hexano:aceton (80:20, v/v) durante 10 minutos em
agitador de tubos com rotagdo de 700 rpm. A fase
organica foi coletada e o extrato foi concentrado até 5
mL sob fluxo brando de nitrogénio. Realizou-se a
eliminag@o dos interferentes do extrato em cartucho
de SPE (C-18), eluigdo com 5 mL de hexano:acetona
80:20 (v/v), secagem com fluxo brando de N2,
solubilizagdo em 1 mL de hexano:acetona 80:20, e
analise por GC-TSD.

Condi¢oes cromatograficas

As condigdes cromatograficas do GC-TSD
foram: modo de injeg@o: split/splitless (5:1); Injetor:
250°C; Detector: 300° C e corrente da pérolade 3,0 A.
A temperatura inicial da coluna (70°C) foi mantida
por 1 min, a seguir utilizou-se taxa de aquecimento
de 20°C/min até 220°C, sendo a temperatura mantida
neste valor por 7 min. Uma nova rampa de aqueci-
mento (10°C/min) foi utilizada para atingir 280°C,
mantendo-se esta Ultima temperatura por 5 min.
Hidrogénio foi utilizado como gés de arraste a uma
vazdo de 1 mL min™". A vazio dos gases da chama,
hidrogénio e ar sintético, foram 4 ml min" e 80 mL
min’, respectivamente, enquanto que o gas auxiliar
(make-up) (N2) foi utilizado a 30 mL min". O
volume de injecao foi 1° L.

Amostras fortificadas
Para todas as etapas do estudo de otimizagdo e

validagdo do método foram utilizadas amostras
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fortificadas, pois ndo ha material de referencia
certificado que seja constituido por mel contendo
amitraz. Para obten¢do das amostras fortificadas
utilizou-se mel adquirido no comercio varejista de
Araraquara, ao qual foram adicionadas concentra-
¢oes adequadas de amitraz, através de solugdes-
padrao, apos a homogeneizagao por cerca de 2 min
em agitador de tubos (700 rpm) as amostras foram
deixadas em repouso por 24 horas em frasco de vidro
ambar, fechado e sob refrigeracdo. Depois deste
periodo as amostras fortificadas foram submetidas a
analise.

Resultados e discussio
Otimizagdo da resposta do sistema cromatografico

Utilizando-se as condi¢des cromatograficas re-
portadas na literatura [17] ¢ uma solu¢do padrdo de
amitraz de 1 pg mL" ndo foi possivel obter nenhuma
resposta no sistema GC/TSD. Desta maneira, foram
otimizados os parametros: modo de inje¢do, propor¢do
entre os gases da chama e corrente da pérola. As Fi-
guras 2, 3 e 4 apresentam cromatogramas que ilustram
o ganho de resposta obtido com a otimizagao efetuada.
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Figura 2. Cromatogramas com diferentes injegdes - 2.a: inje¢do no modo splitless., 2.b: injegdo split: 5 e 2.c:

injegao split/splitless (split:5).
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Figura 3. Cromatogramas com diferentes relacdes entre os gases da chama Ar sintético/H, - 3.a: Mais
Oxidante: Relagao Ar/H,: 20/1, 3.b: Menos oxidante: Relacao Ar/H,: 5/1.
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Figura 4. Cromatogramas com diferentes correntes da pérola-4.a: 3,5 Amperes, 4.b: 3,0 Amperes e4.c: 2,6 Amperes.

Apesar da melhor resposta analitica na Figura
4.a (3,5 A), ndo foi utilizada esta condi¢ao devido ao
menor tempo de vida da pérola, portanto utilizou-se a
corrente de 3,0 A.

Intervalo de linearidade da resposta do sistema
GC/TSD

Foram injetadas, em triplicata, solugdes
padrao de amitraz em hexano:acetona (80:20, v/v),
no intervalo de 100 a 800 ng mL", perfazendo um
total de 8 concentragdes. Para avaliagdo da regido

linear, foi utilizado o teste de Huber para excluir
pontos andmalos [18], como mostra a Figura 5. Os
pontos que estavam incluidos na regido linear foram
utilizados para a constru¢do da curva analitica,
apresentada na mesma Figura. Os parametros
obtidos para esta curva denotam a 6tima correlagdo
linear (= 0,996) e a sensibilidade da resposta, dada
pelo coeficiente angular da curva de 5,40. Utilizando
os parametros da curva ¢ possivel determinar o limite
de detecgdo e de quantificagdo do sistema GC/TSD
para amitraz [19], que foram 16 e 48 ng mL",
respectivamente.
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Figura 5. Determinagdo grafica das curvas de linearidade através da: a) grafico de linearidade; b) curva analitica.
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Seletividade do método

Na Figura 6, sdo comparados os cromatogra-
mas da amostra fortificada com amitraz ¢ da amostra
testemunha (amostra isenta de contaminagdo pelo

7504 A

AMITRAZ

Y .

5 10 15 20

25
Minutes

Figura 6. Cromatogramas referentes & amostra teste-
munha, amostra in natura (A) eaamostra fortificada (B).

analito). Observa-se que ndo ocorrem interferentes
da amostra testemunha no tempo de retengdo do
amitraz (18,3 min). Ndo pdde ser efetuada a analise
em menor tempo devido a observagao de compostos
presentes na matriz no intervalo de 6 a 13,5 min.

E importante notar que a seletividade desempe-
nha importante fungdo na validago analitica, pois se
esta ndo for assegurada, a linearidade, a precisdo e a
exatiddo estardo seriamente comprometidas [19].

Exatiddo e precisdo

A exatiddao do método foi estimada pelo fator
de recuperacao, R, que ¢ definido como a quantidade
do analito adicionado a amostra, que ¢ extraida e
quantificada [14]. A recuperacdo ¢ calculada da se-
guinte maneira:

Re cuperagdo(%) = [C' C_ < Jxl 00

3

onde, C, = Concentra¢do determinada na matriz
fortificada; C,=Concentragao determinada na matriz
isenta de fortificagdo; C,= Concentragao adicionada
amatriz fortificada.

Tabela 1. Modo de injegao split/splitless.

Tempo (min) Split Razdo Split
Inicial Ligado 5
0,01 Desligado Desligado
1 Ligado 5

Tabela 2. Exatiddo (recupera¢do) e precisdo (CV) do método, utilizando amostras

enriquecidas com o analito.

Amitraz adicionado
(ngg™")

Concentragao obtida
(nggh

Recuperagio (%) cvP

82

100 71
80

182

200 176
171

367

379
357

400

80 2,5

88 5,5

92 11

a — Recuperagdo média (n=3);
b — CV —Coeficiente de variagdo médio (n=3).

Ecl. Quim., Sao Paulo, 35 - 4: 63 - 72, 2010

67

Artigo
Article



Artigo
Article

A exatidio foi determinada utilizando 9 deter-
minagdes, sendo estas com 3 niveis de concentragdo
em triplicata [20]. Os resultados estdo apresentados
naTabela?2.

A amostra foi fortificada no inicio (100 ng g"),
meio (200 ng g') e fim (400 ng g') da curva de
calibracao, obtendo recuperagoes médias de 80, 88 ¢
92%, respectivamente.

Os resultados se encontram dentro do intervalo
de 70 a 120%, e isto mostra que o método ¢ exato,
conforme preconizado pela literatura para a analise de
residuos de pesticidas [20]. A precisao do método foi
estimada pela dispersdo dos resultados expressa pelo
coeficiente de variagdo e mostra que o método € preciso,
pois os valores encontrados foram menor que 20%[20].

Teste t para avaliagdo da recuperagdo

Uma outra maneira de avaliar a extatiddo do
método ¢ a utilizagdo do teste t de Student [21]. Para
isto foram utilizadas as médias dos trés niveis de
fortificagdo aplicando o teste de hipdtese. Estabe-
leceu-se como hipotese nula (H,): p = 100% de
recuperacdo e como segunda hipotese (H1) p = 100%
de recuperagdo. O valor de t experimental foi calcu-
lado de acordo com a seguinte equagao [22]:

T

t
exp
S Rec

onde: X rec ¢ a média de recuperacdo do método, p é
o valor esperado para a recuperagdo (100%), n é o
tamanho da amostra, igual a 3, e Srec o desvio padrao
das médias de recuperagdo de cada nivel fortificado
(Tabela 3).

O valor de ¢ tabelado (t,) com 95% de
confianca e n-1 graus de liberdade ¢ 4,3, valor maior
que o calculado (t., = 3,7), portanto aceita-se a hipotese
nula (H,), ou seja, ndo ha diferenca significativa entre o
valor quantificado e o valor adicionado na amostra.
Portanto o método tem exatiddo para avaliagdo de

amitraz em amostras de mel.
Limite de Detec¢do e Quantificagdo

Segundo Thier (23), nenhum sinal deveria ser
obtido para a amostra controle. Entretanto, sinais de
"residuos aparentes" podem ocorrer e sdo chamados
sinais do branco. Eles podem ser devido a algumas
causas que podem simular a presenga dos residuos
como: co-extrativos ndo removidos, impurezas de
solventes ou reagentes ou ruidos do instrumento.

O LD pode ser estimado a partir dos resulta-
dos de um estudo de recuperagdo, utilizando as
equagdes apresentadas abaixo:

sendo:

LD: 2th,95 ><O-com
S

" _\/(m—l)aj+(n—1)a§
com m+n—2

o, -desvio padrido estimado a partir do estudo de
recupera¢ao com o menor nivel de fortificagao.

o, -desvio padrdo obtido com a aplicagdo do método
aamostra controle.

m -numero de repeti¢des da aplicagdo do método a
amostra com menor nivel de fortificacdo.

n -numero de repeti¢des da aplicagdo do método a
amostra controle.

f-numero de graus de liberdade, estimado porm+n—2.
S -sensibilidade do sistema analitico.

Tabela 3. Recuperagdes médias para cada nivel de fortificagdo, recuperacdo obtida, desvio

padrao e valor de t calculado.

Recuperagao b
Nivel fortificado Xrec (%) SRrEC Mexp/”
obtida*
100 80
200 88 86,5 6,3 3,7
400 92

*Médias de recuperagdo para cadanivel fortificado;

a—M¢édia de recuperagdo do método (n=3), obtida através da quantificacdo das amostras fortificadas
b—Desvio padrao das médias das recuperagdes dos niveis estudados;

¢—tde Student calculado.
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O limite de detecgiio do método foide 7ng g*
enquanto o limite de quantificacdo foi de 100 ng g
O limite de quantificacdo foi adequado, pois foi
inferior ao limite maximo de residuos (LMR)
estabelecido pela Unido Européia (200 ng g"), o que
possibilita a aplica¢do deste método na averiguacao
do nivel de contaminagdo neste tipo de alimento.

O método aqui validado apresentou seme-
lhanga com outros trabalhos na literatura [15, 24]
quanto aos parametros de exatiddo (recuperagdo >
70%) e precisdo (<11%). Entretanto, a comparagao
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Article

dos limites de deteccdo e quantificagdo do método,
com o que ¢ apresentado na literatura, ndo ¢é possivel,
uma vez que os artigos nao explicitam se os limites
apresentados referem-se ao sistema analitico (limite
instrumental) ou ao método, conforme a Tabela 4.

Andlise de amostras de mel comercializadas em
Araraquara.

O método proposto e validado, foi utilizado
para avaliar a ocorréncia de amitraz em amostras de

Tabela 4. Comparacao dos limites de detec¢ao (LD) e quantificagéo (LQ) com outros trabalhos descritos na literatura.

Referéncia LD (ngg™) LQ® (ng g'l) Tipo de Extragdo Deteccao

Este trabalho* 7 100 Liquido-sélido GC/TSD
com agitacdo

Rial-Otero et al. [15] 6 15 Micro-extragao GC/MS? (modo
em fase solida SIM®)

Shamsipur [24] 10 30 Headspace GC/TSD¢

Jimenéz et al.[25] 2 - Extragdo em fase GC/ECD'

solida
Korta et al. [26] 0,2 0,6 Extragio em fase =~ HPLC/MS/MS*®

solida

‘LD - Limite de detecgéo;
"LQ - Limite de quantificagdo;

‘GC/TSD - Cromatografia Gasosa com Detector termoidnico;
‘GC/MS — Cromatografia Gasosa com Detector de Espectrometria de Massas;

°SIM — Monitoramento Seletivo de fons;

'GC/MS —Cromatografia Gasosa com Detector de Captura de Elétrons;
‘HPLC/MS/MS - Cromatografia Liquida de Alta Performance com Detector de Espectrometria de

Massas/Espectrometria de Massas.
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Figura 7. Cromatogramas obtidos no GC-TSD de méis obtidos no comércio de Araraquara: Mel 1 — In natura:

Mel 2 e 3: Industrializados.
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méis obtidas do comércio varejista e diretamente
com coletores de mel silvestre na cidade de
Araraquara-SP.

As analises para a determinagdo de amitraz
foram realizadas em triplicata, ndo sendo detectados
residuos de amitraz nos méis obtidos, dentro dos
limites estabelecidos (< 100 ng g'), conforme os
cromatogramas da Figura 7.

Ha muitos métodos para a determinagdo de
amitraz em mel na literatura [12,24,11,25] porém sdo
poucos os trabalhos que apresentam aplicacdes em
amostras disponiveis para a popula¢do através do
comercio local. O tUnico trabalho encontrado na
literatura e que analisou mel comercializado para a
populagéo foi o efetuado por Rial-Otero et al. [15] ,
no qual foram avaliados 11 méis em provenientes de
diferentes localidades em Portugal [15] e que
também ndo observaram residuos de amitraz em
nenhuma amostra.

Conclusao

Estabeleceu-se um método seletivo, sensivel,
preciso e exato, para analise de amitraz em mel de

abelhas. Este método ¢ semelhante aos descritos na
literatura, tendo como vantagem de ser simples e
rapido. Cabe salientar que este trabalho apresenta
dados de limites de detecgdo e quantificacdo para o
método proposto, o que ndo ocorre com nenhum
trabalho existente na literatura sobre este mesmo tema.

O valor do limite de quantificacdo para
determinagdo de amitraz em mel (100 ng g') foi
menor do que o limite maximo de residuos (LMR)
estabelecido pela Unido Européia (200 ng g'). O
método foi aplicado na analise de mel comercializa-
do na cidade de Araraquara-SP, demonstrando que
estas estavam isentas de residuos de amitraz.

Considerando que a legislacdo brasileira ndo
avalia a qualidade do mel quanto a presencga de
amitraz e compostos organicos toxicos, o método
validado pode ser utilizado em estudos de monitora-
mento para avaliar a qualidade de mel quanto a
presenca deste contaminante.
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Abstract: This paper describes the validation of method for analysis of the acaricide amitraz in honey using n-
hexane/acetone extraction, cleanup in cartridge of solid phase extraction (SPE) and analysis by gas chromato-
graphy with nitrogen-phosphorus detector (GC -TSD). The method can be used to monitor the presence of the
pesticide amitraz in honey because of its good analytical parameters, precision (CV <11%) and accuracy (>
80%) in the range of 100-400 ng g'. The limit set in the European Union, by Committee for Veterinary
Medicinal Products, for amitraz in honey (200 ng g') is within this range. The response of the analytical system
was linear between 100 and 800 ng mL"' with correlation coefficient of 0.9996, limit of detection (LD -7ng g ")
and quantification (LQ -100 ng g"). The sample was fortified at three concentrations 100 ng g, 200 ng g and
400ng g", giving an average recovery of 80, 88 and 92% respectively. The validated method was used to assess
the quality of honey sold in the city of Araraquara/SP, in which there were no residues of amitraz.

Keywords: Amitraz, validation method, honey, GC-TSD
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