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RESUMO

DETERMINACAO MULTIRRESIDUO DE AGROTOXICOS EM ABELHA E POLEN
APICOLA EMPREGANDO METODO QuUEChERS MODIFICADO E LC-MS/MS

Autora: Nathalia Saibt
Orientador: Prof. Dr. Renato Zanella

A utilizac&o de agrotéxicos contribui para o aumento na producao, porém ha uma
preocupacao crescente com seus efeitos adversos no ambiente. O declinio da
populacdo de abelhas e a contaminagcdo dos produtos apicolas por agrotoxicos
estdo sendo amplamente discutidos. Dessa forma, este trabalho teve como
objetivo principal desenvolver e validar um método para determinacéo
multirresiduo de agrotéxicos em amostras de abelhas e pélen apicola, utilizando
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série (LC-
MS/MS) para deteccdo de 81 compostos de diferentes classes, tais como,
inseticidas e fungicidas. O método envolve uma etapa de homogeneizacao das
amostras de abelhas e pdlen apicola utilizando solucdo aquosa de
tricloroacético, seguido de extracdo com acetonitrila, particdo e limpeza do
extrato com sulfato de magnésio, PSA, C18 e carvéao grafitizado GCB. O método
foi validado avaliando-se os parametros linearidade, exatidao, precisao, limite de
deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ) e efeito matriz. A determinacéo
de residuos de agrotoxicos em amostras de abelha e pdlen apicola pelo método
proposto € rapida e simples e o método mostrou ser efetivo para andlise
multirresiduo de agrotoxicos. Os resultados da validacao, avaliados através de
ensaios de recuperacdo em 4 niveis de fortificacdo, foram satisfatorios, com
exatiddo entre 70 e 120%, RSD <20%, linearidade entre 5 e 200 pg kg3,
coeficiente de determinacdo (r?) >0,99, LOD de 1,5a 15 ug kg e LOQ de 5a 50
ug kgt. O método proposto foi aplicado em amostras de poélen apicola e de
abelhas, obtidas de diferentes regides do estado do Rio Grande do Sul, Brasil,
sendo que todas apresentaram residuos de agrotoxicos, porém todos abaixo do

limite maximo permitido estabelecido pela legislacdo Europeia.

Palavras-chave: abelha, polen apicola, agrotoxicos, cromatografia.
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ABSTRACT

MULTIRESIDUE DETERMINATION OF PESTICIDES IN BEES AND BEE
POLLEN EMPLOYING MODIFIED QUEChERS METHOD AND LC-MS/MS

Author: Nathalia Saibt

Advisor: Prof. Dr. Renato Zanella

The use of pesticides contributes to increase the production, but there is a
growing concern with its adverse effects in the environment. The decline of bee
population and the contamination of apicultural products by pesticide residues
has been widely discussed. Thus, this work had as main objective to develop and
validate a method for determination of pesticide residues in bee and bee pollen
samples, using liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS) for detection of 81 compounds from different classes, such as
insecticides and fungicides. The method involves a homogenization step of the
bees and bee pollen samples using aqueous solution of trichloroacetic acid
followed by acetonitrile extraction, partition and clean-up with magnesium sulfate,
PSA, C18 and GCB. The method was validated evaluating the parameters
linearity, accuracy, precision, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ)
and matrix effect. The determination of pesticide residues in bee and apicultural
products samples by the proposed method is rapid and simple, and the method
showed to be effective for pesticide multiresidue analysis. The validation results,
evaluated by recovery assays at 4 spiked levels, were satisfactory, with accuracy
from 70 to 120%, RSD <20%, linearity from 5 to 200 pg kg*, determination
coefficient (r?) >0.99, LOD of 1.5 to 15 ug kg™* and LOQ of 5 to 50 ug kg*. The
proposed method was applied to bee pollen samples and bees samples, obtained
from different regions of the state of Rio Grande do Sul, Brazil, and all of them
presented residues pesticides, however below the to the maximum residue limit

established by the European legislation.

Keywords: bee, bee pollen, pesticides, chromatography.
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1 INTRODUCAO

A apicultura é considerada uma atividade importante para o setor
agropecuério em nivel nacional. Além disso, € uma das atividades capazes de
causar impactos positivos, tanto sociais quanto econémicos, e contribuir para a
manutencao e preservacao dos ecossistemas existentes (EMBRAPA, 2003).

O setor apicola une a capacidade geradora de riquezas relacionadas tanto
ao aumento da produtividade agricola quanto & manutencao e desenvolvimento
das faunas e floras da biodiversidade nacional. Isto se deve a capacidade
polinizadora das abelhas que permite 0 aumento da disponibilidade de frutos e
sementes para a manutencdo de ecossistemas. Contando ainda com o0s
produtos derivados das abelhas, geradores de energia, saude e aplicaces das
mais variadas no campo da salde humana até a fixacdo do homem do campo e
geracdo de emprego e renda (ABEMEL, 2015).

Contudo, as abelhas estédo sofrendo com as a¢fes antropicas. Elas vém
desaparecendo de &reas agricolas por causa da fragmentacdo de habitats,
grandes areas de monocultura, desmatamento para a agricultura e pastagem e,
principalmente o uso excessivo ou incorreto de pesticidas (VIANA, 2010). Dessa
forma, faz-se necesséario o monitoramento dessas substancias em amostras de
abelha, bem como nos produtos apicolas.

O monitoramento de residuos de agrotéxicos em alimentos e amostras
ambientais requer a utilizacdo de métodos analiticos confiaveis, de forma a
garantir a identificacdo e a quantificacdo destes residuos. Neste contexto, o
desenvolvimento de métodos analiticos tem sido fundamental. Segundo VEKEY
(2001), a cromatografia combinada com diferentes técnicas de deteccdo é um
dos melhores e mais utilizados métodos analiticos, tendo em vista que combina
as vantagens de alta seletividade e eficiéncia na separacdo cromatografica,
potencializada quando utilizada com a espectrometria de massas em série
(MS/MS), sendo as técnicas analiticas mais importantes na determinagédo de
residuos de agrotoxicos.

O preparo das amostras tem sido objeto de constantes estudos, com
consequente grande desenvolvimento. A presenca de interferentes que séo

extraidos junto com os analitos de interesse torna a deteccao, identificacao e
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quantificacdo de residuos de agrotoxicos mais dificil, especialmente em matrizes
com diferentes constituintes, como o polen apicola e abelhas. Buscando atender
aos organismos regulamentadores, que estabelecem os niveis de residuos
permitidos, muitos métodos e técnicas tém sido utilizados no aperfeicoamento
do preparo de amostras para determinacéao de agrotoxicos.

Neste contexto, a andlise de residuos de agrotoxicos em amostras de
abelha e pdélen apicola é de extrema importancia em termos de seguranca e do
equilibrio ambiental. Assim, o presente trabalho teve como objetivo a otimizacéo
e validacdo de um método multirresiduo de extracdo para 81 agrotoxicos, com
posterior andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas em série (LC-MS/MS). O método proposto foi aplicado
para analise de amostras de abelha e de pdlen apicola de diferentes regides

(Central, Sudoeste e Noroeste) do estado do Rio Grande do Sul.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 APICULTURA

A apicultura brasileira se iniciou com enxames trazidos pelos imigrantes
com a colonizagao. Contudo, somente com a introdugéao de abelhas africanas
em meados de 1956 € que se deu a revolucdo da apicultura no Brasil com o
cruzamento das duas populacdes, produzindo um hibrido conhecido hoje de
abelhas africanizadas (SOARES, 2004).

O Brasil tem um grande potencial apicola, em funcdo de sua diversidade
de flora, extenséo territorial e a variabilidade climética, possibilitando assim
produzir mel o ano todo, o que o diferencia dos demais paises (ANACLETO &
MARCHINI, 2005). Na Figura 1, observamos a producgao brasileira de mel em
toneladas desde o ano 2000 (IBGE, 2016).

Figura 1 — Producéo brasileira de mel entre os anos 2000-2015.

Produgdo de Mel no Brasil
Toneladas

41.575
37.836 39029 38 016

36.263
y3g4p 38991 34.789 33,575 35364
30.022
Jil ZI‘I’028 I I I I

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

38.472 37815

Fonte: IBGE, 2016

Além do mel, o Brasil também é reconhecido como referéncia em prépolis.
Ademais também oferece outros produtos como polen apicola, geleia real e cera
de abelha (ABEMEL, 2015).

O setor apicola vem desenvolvendo esforcos de organizacdo e
aprimoramento técnico tendo por parceiros varias entidades publicas e privadas,
bem como centros e empresas publicas de pesquisas, com vistas a
compreensao das propriedades do mel nacional, da melhoria das técnicas de
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manejo, do fortalecimento da cadeia produtiva como um todo e da
comercializagao nacional e internacional dos produtos derivados das abelhas
(ABEMEL, 2015).

2.2 AGROTOXICOS

No Brasil, a Lei Federal n 7.802 de 11 de julho de 1989, define toda
atividade relacionada aos agrotoxicos e estabelece sobre a pesquisa, a
experimentacdo, a producdo, a embalagem e rotulagem, o transporte, o
armazenamento, a comercializacdo, a propaganda comercial, a utilizacédo, a
importacao, o controle, ainspecédo e a fiscalizacdo. Esta lei define os agrotoxicos,

como sendo:

Produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou
bioldgicos, destinados ao uso nos setores de producéo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas,
nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou
implantadas, e de outros ecossistemas e também de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade
seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de
preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos; bem como, as substancias e produtos, empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores
de crescimento (BRASIL, 2002).

Os agrotéxicos podem ser classificados segundo a sua funcéo (praga que
controlam), segunda a estrutura quimica de suas substancias ativas (grupo
quimico) e segundo os efeitos a saude humana e ao meio ambiente
(YAMASHITA, 2008).

De acordo com sua fungéo os agrotoxicos podem ser classificados em:

a) Inseticidas: controlam insetos;

b) Fungicidas: destroem ou inibem fungos;

c) Herbicidas: combatem plantas invasoras;

d) Desfolhantes: eliminam folhas indesejadas;
e) Fumigantes: combatem bactérias do solo;

f) Raticidas: combatem ratos e outros roedores;

g) Moluscocidas: combatem moluscos;
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h) Nematicidas: combatem nematoides;
i) Acaricidas: utilizados no combate de 4caros.

No Brasil, 0 processo de registro de agrotoxicos envolve o Ministério da
Saude, através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
responsavel pela avaliacdo do impacto dos agrotoxicos na saude humana e pelo
estabelecimento dos limites maximos de residuos (LMRs) (ANVISA, 2011a). Os
LMRs referem-se a valores provenientes de experimentos de campo, exigidos
para cada cultura, levando em consideracdo a ingestédo diaria aceitavel (IDA),
que é a quantidade maxima de uma substancia, que ingerida diariamente
durante toda a vida ndo oferece risco a saude (FERMAM & ANTUNES, 2009).
Dois programas de monitoramento de agrotdxicos em alimentos de origem
vegetal e animal estdo em vigor no Brasil: 0 Programa de Analise de Residuos
de Agrotéxicos em Alimentos (PARA), coordenado pela ANVISA, e o Programa
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC), coordenado pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) (ANVISA, 2010).

2.3 EFEITOS NOCIVOS DOS AGROTOXICOS

O uso dos agrotoxicos traz beneficios inquestionaveis para a agricultura,
garantindo o controle de pragas e o consequente aumento da produtividade
(VEIGA, 2006). Entretanto, muitas dessas contribuicdes e praticas ocorrem em
detrimento da salde humana e ambiental, e da manutencéo da biodiversidade.

Os efeitos sobre a salde podem ser de dois tipos: 1) efeitos agudos, ou
agueles resultantes da exposicdo a concentracdes de um ou mais agentes
toxicos capazes de causarem dano efetivo aparente em um periodo de 24 h; 2)
efeitos crénicos, ou aqueles resultantes de uma exposi¢do continuada a doses
relativamente baixas de um ou mais produtos (MULTIGNER, 2005). Entre os
efeitos nocivos causados ao homem por estas substancias, pode-se citar:

a) Efeitos agudos: fraqueza, dor de cabega, nduseas, vomitos, espasmos
musculares;

b) Efeitos cronicos: lesdes hepaticas e renais, diversos tipos de cancer,
danos ao sistema nervoso central, entre outros.

Além disso, a larga utilizacdo de agrotoxicos no processo de producdo

agropecuéria tem trazido uma série de transtornos e modificagbes para o
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ambiente, pela sua acumulacdo nos segmentos bidticos e abidticos dos
ecossistemas (biota, agua, ar, solo, sedimentos etc.) (AMARO & GODINHO,
2012).

Um dos efeitos ambientais indesejaveis dos agrotoxicos € a contaminacao
de espécies que néo interferem no processo de producdo que se tenta controlar
(espécies ndo-alvos), dentre as quais se inclui, as abelhas. A maioria dos
agrotoxicos € nociva para as abelhas em determinada concentracéo,
principalmente os inseticidas, que sdo 0s mais susceptiveis a causar a morte
desses insetos, enquanto que os herbicidas e fungicidas representam um perigo
menor (LOZOWICKA, 2013).

Segundo MALASPINA et al. (2008), os inseticidas podem afetar as
abelhas principalmente por trés modos de intoxicacéo: a) contato; b) ingestdo e
c) fumigacéo e, seus efeitos variam de morte causada por toxicidade aguda e
efeitos a longo prazo provocando danos no funcionamento da col6nia e
diminuic&o da longevidade dos individuos. Na Tabela 1 observamos a toxicidade
de contato e a toxicidade oral de alguns agrotoxicos para as abelhas, medida
pela dose letal mediana (LDso, do inglés Lethal Dose) (BAYO & GOKA, 2016).
LDso corresponde a dose necessaria de uma dada substancia para matar 50%

de uma populagéo.

Tabela 1 — Classe, agrotoxico e suas respectivas toxicidades por contato e oral
para as abelhas.

LDso Contato LDso Oral

Classe Agrotoxicos (g kg) (g kg)
Inseticidas Carbofurano 0,16
Clorpirifés 0,072 0,24
Clotianidina 0,039 0,004
Diazinona 0,38 0,21
Fipronil 0,007 0,001
Fenpiroximato 11
Imidacloprido 0,061 0,013
Tau-Fluvalinato 8,7 45
Fungicidas Azoxistrobina 200 25
Boscalida 200 166
Carbendazim 50
Miclobutanil 40 34
Propiconazol 50 77
Tebuconazol 200 83

Fonte: BAYO & GOKA, 2016
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Em consequéncia a essa preocupacao, foi publicado em 09 de fevereiro
de 2017 uma Instrucdo Normativa que estabelece diretrizes, requisitos e
procedimentos para a avaliagdo dos riscos de ingredientes ativos de agrotoxicos
para insetos polinizadores. A norma, destinada a produtos ainda néo registrados
no pais ou em reavaliacao, € a primeira a estipular critérios de decisdo com base
No risco, ou seja, na probabilidade de uma espécie ser afetada pela exposicéo a
agrotoxicos. Estd condiciona o registro de agrotoxicos a apresentacao de
informacdes que permitam o uso adequado desses produtos, sem efeitos que
comprometam a sobrevivéncia, a reproducéo e o desenvolvimento das abelhas,
com o objetivo de oferecer mais protecdo a abelhas e outros polinizadores
(BRASIL, 2017).

2.4 INDICADORES DA CONTAMINACAO AMBIENTAL POR RESIDUOS DE
AGROTOXICOS

O uso indiscriminado dos agrotoxicos tem feito com que sejam detectados
residuos destes no meio ambiente, em todos os compartimentos ambientais (ar,
agua e solo) (BAIRD, 2002).

Nos ultimos anos, cresceu o numero de estudos que apontam as abelhas
e 0s produtos apicolas como bioindicadores da contaminacao ambiental, devido
as abelhas operarias realizarem viagens exploratérias em areas que cercam seu
habitat, recolhendo o néctar, 4gua e o pdélen das flores. Durante este processo,
diversos microrganismos, produtos quimicos e particulas suspensas no ar ficam
aderidos aos pelos superficiais de seu corpo, retidas em seu sistema respiratorio
ou armazenadas em sua vesicula melifera e no pdlen que coletaram. Diante
desse fato, as abelhas e os produtos apicolas podem ser usados como
bioindicadores para monitoramento de impacto ambiental causado por fatores
biolégicos, quimicos e fisicos, tais como parasitas, contaminagdes industriais ou

agrotoxicos.

2.5 DECLINIO DA POPULACAO DE ABELHAS

Nos ultimos anos, a preocupacdo com a conservacao das abelhas tem

crescido bastante devido ao declinio dos polinizadores (ALLEN-WARDELL
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et al., 1998; KEVAN; VIANA, 2003;). Em outubro de 2006, apicultores da costa
leste dos Estados Unidos, relataram uma perda alarmante de colénias de
abelhas. Até o final daquele mesmo ano, os apicultores na costa oeste daquele
pais também comecaram a relatar tal fendbmeno que causou prejuizos sem
procedentes (JOHNSON, 2010). No inicio de 2007, apicultores europeus
observaram tal fenbmeno na Bélgica, na Franca, na Holanda, na Grécia, na Italia,
em Portugal e na Espanha, também na Suica e Alemanha, embora em menor
grau (DUPONT, 2007). Na Irlanda do Norte, foi relatada diminuicdo superior a
50% no numero de colmeias. Em abril de 2007, novos relatos desse fendmeno
foram feitos em Taiwan (MOLGA, 2007). Tais perdas continuaram ao longo dos
anos de 2008 e 2009 (VANENGELSDOREP et al., 2009). Esse fenbmeno passou
a ser conhecido como Desordem do Colapso da Colénia (DCC) (RATNIEKS;
CARRECK, 2010) e é caracterizado pela perda rapida e inexplicada da
populacao adulta de uma colmeia (UNDERWOOD; VANENGELSDORP, 2007).

No Brasil, a situacédo nao é diferente, apicultores tem registrado perdas de
abelhas em suas colmeias nos ultimos anos. Especialmente nos estados de S&o
Paulo e Santa Catarina, houve casos de enfraguecimento, declinio e colapso das
colonias (EMBRAPA, 2016). Ainda ndo se sabe quais as causas da DCC.
Diversos fatores ja foram apontados como responséaveis pelo novo fenébmeno,
desde uma nova doenca até as ondas eletromagnéticas dos celulares. Segundo
JOHNSON (2010), inicialmente, as maiores desconfiancas incidiam sobre um
novo parasita, envenenamento por agrotoxicos, desnutricdo, estresse ambiental
e um manejo apicola inadequado. Mas conforme o relatério emitido pelo USDA
(2009), no qual foram apontados os progressos feitos nas pesquisas sobre o
assunto nos ultimos anos, é provavel que as causas da DCC ndo possam ser
atribuidas a uma unica condicdo, e que provavelmente exista a interacdo de

diferentes fatores.

2.6 ABELHAS

Desde a antiguidade as abelhas tém sido valorizadas pelos seus produtos
e admiradas pelo seu comportamento (PEREIRA et al., 2002). As abelhas séao
insetos da ordem Hymenoptera. Em todo o mundo sdo mais de 20.000 espécies,
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sendo mais bem representadas nas regides tropical e subtropical. No Brasil
estima-se que existam mais de 2.500 espécies de abelhas distribuidas em cinco
familias. Dentro das familias h4 muitos géneros e espécies de abelhas das mais
diversificadas formas, cores e tamanhos. Cada espécie apresenta uma
caracteristica prépria e desempenha um papel particular na natureza (LIMA,
2005).

2.6.1 Organizacao e alimentacado das abelhas

As abelhas apresentam niveis de organizacdo social diferentes. Ha
espécies classificadas como sociais, em que ocorrem muitos individuos no
mesmo ninho desempenhando diferentes atividades ao longo de suas vidas.
Nesse sistema organizacional, as abelhas se dividem em machos e fémeas, e
estas em duas castas, as operarias e a rainha. Cada casta apresenta uma
atividade, ou conjunto de atividades, como por exemplo, a funcédo da rainha &
manter a postura dos ovos no ninho. Além das espécies sociais, também existem
as abelhas solitarias, as quais ndo apresentam divisdo de castas e uma Unica
fémea constréi seu ninho sozinha, sem dividir essa tarefa com outra abelha
(SILVA et al., 2014).

As abelhas utilizam recursos retirados das flores para a sua alimentacéo,
como por exemplo: os gréos de pdolen, uma importante fonte de proteina e sais
minerais; o néctar, que € a principal fonte de carboidratos; os 6leos florais
constituem a fonte mais importante de lipideos para as abelhas coletoras de
Oleos (SILVA et al., 2014).

2.7 IMPORTANCIA DAS ABELHAS

2.7.1 Polinizacéo

A polinizagéo consiste na transferéncia dos gréos de poélen das estruturas
masculinas (anteras) para as estruturas femininas da flor (estigma) em uma
mesma planta (autopolinizagédo) ou em plantas diferentes (polinizagéo cruzada).

As abelhas sdo os principais agentes polinizadores, tanto dos
remanescentes de areas nativas quanto das principais plantas cultivadas. A

polinizacdo realizada pelas abelhas ndo é somente uma fungéo critica nos
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ecossistemas, mas também essencial a uma gama de culturas ao redor do

mundo.

Segundo a FAO (Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e

Alimentacdo) as abelhas seriam responsaveis pela polinizacdo de 73% das

plantas cultivadas, as quais sado utilizadas de forma direta ou indireta na

alimentagdo humana.

presentes no Brasil e as culturas agricolas que polinizam.

Na Tabela 2 observamos as espécies de abelhas

Tabela 2 — Espécies de abelhas presentes no Brasil, nome popular e culturas

agricolas que polinizam.

Espécie

Nome Popular

Culturas agricolas que
polinizam

Apis mellifera

Bombus (Fervidobombus)
pauloensis

Melipona (Melikerria)
fasciculata

Melipona (Melipona)
guadrifasciata

Melipona (Melipona) subnitida

Melipona (Michmelia)
flavolineata

Melipona (Michmelia)
scutellaris

Melipona (Michmelia)
seminigra
Nannotrigona testaceicornis

Tetragonisca angustula
Trigona spinipes
Epicharis (Epicharana) flava

Eulaema (Apeulaema)
mocsaryi

abelha-de-mel, abelha-
africana, europa e
africanizada

mamangava-de-chao

urugu-cinzenta, titba,
tilba-grande e
jandairapreta da
Amazonia

mandacaia, mandassaia,
mandasai, manassaia e
amanassaia

jandaira
urucu-amarela e ira-acu

urugu, urussu, urussu-boi,
irussu, eirucu e irucu

urugu
irai

jatai, maria-seca e
mosquito-amarelo

arapua, abelha-de-
cachorro, irapué e xupé-
pequeno

mamangava

mamangava

algodao, café, caju, canola,
girassol, macd, mamona,
mel&o e soja

berinjela e maracuja-amarelo

acai, berinjela, caju, tomate e
urucum

abobora, pimentédo, pimenta-
malagueta e tomate

caju, goiaba e pimentao

acai, girassol e urucum
abacate, pimentdo e pitanga

caju, guarana e urucum
girassol, morango e pepino
morango

abobora, caju, girassol,
laranja, melancia, pitanga e
tamarindo

acerola, castanha-do-para e
maracuja-doce

castanha-do-Brasil

Fonte: Modificado de Silva et al., 2014
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2.7.2 Produtos das abelhas

Além do importante papel das abelhas na polinizacdo, elas sé&o
responsaveis pela producdo de mel, propolis, geleia real, cera e apitoxina
(BACIC et al., 2015). Além desses produtos apicolas, o polen apicola vem se
destacando tanto pelas suas propriedades terapéuticas, quanto pela
possibilidade de aplicagcdo na industria alimenticia, na forma de alimentos
funcionais (MARCHINI, 2006).

A legislacéo brasileira conceitua mel como o produto alimenticio
produzido pelas abelhas meliferas, a partir do néctar das flores, das secre¢des
procedentes de partes vivas das plantas ou de excrecfes de insetos sugadores
de plantas, que as abelhas recolhem, transformam, combinam com substancias
especificas proprias, e apdés armazenam até madurar nos favos da colmeia
(MAPA, 2000).

O prépolis € o produto oriundo de substancias resinosas, gomosas e
balsamicas, colhidas pelas abelhas, de brotos, flores e exsudados de plantas,
nas quais as abelhas acrescentam secre¢fes salivares, cera e poélen para
elaboracéao final do produto (BRASIL, 2001).

Geleia real € o produto da secrecdo do sistema glandular cefélica
(glandulas hipofaringeanas e mandibulares) das abelhas operérias, coletado até
72 horas ap6és a producédo (BRASIL, 2001).

A cera é um produto de consisténcia plastica, de cor amarelada, muito
fusivel, secretado pelas abelhas para a formacdo dos favos nas colmeias
(BRASIL, 2001). A cera é utilizada como ingrediente na industria de farmacos e
cosmeéticos, fabricacdo de velas, lustrador para pisos, tintas e materiais para
impermeabilizacao.

A apitoxina (veneno das abelhas) € uma substancia de origem glandular,
produzida pelas operarias. Compde-se de agua e substancias ativas como a
apamina, melitina, fosfolipase, hialuronidase e aminoacidos (BRASIL, 2001). A
apitoxina pode ser utilizada para minimizar casos de artrite, reumatismo e

hipertenséo, desde que 0 uso seja prescrito e acompanhado por um médico.
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2.8 POLEN APICOLA

Polen apicola é o resultado da aglutinacdo do polen das flores, efetuada
pelas abelhas operarias, mediante néctar e suas substancias salivares, o qual &
recolhido no ingresso da colmeia (BRASIL, 2001). A composi¢cdo do pdlen
apicola varia com a origem floral, condicbes ambientais, climaticas, idade e
estado nutricional da planta e estacfes do ano, fazendo com que o pdlen tenha
uma maior diversidade do que qualquer outro produto da colmeia (CARPES,
2008).

O péblen apicola contém nutrientes como carboidratos, proteinas,
aminoécidos, lipideos, vitaminas e minerais, além de carotenoides, flavonoides
e fitosterdéis, sendo este o motivo da sua utilizagcdo como alimento alternativo
e/ou suplemento alimentar (SOMERVILLE, 2005; SOMERVILLE, 2006). Além
das propriedades nutricionais, o polen apicola tem se destacado no cenario
cientifico devido as suas propriedades bioativas, como atividade antibacteriana,
antifangica, anti-infamatoria, imunomodulatéria e anticariogénica, exercendo
fungéo antioxidante e inibindo a acgéo lesiva dos radicais livres (NEVES, 2009).

A producéo de polen apicola no Brasil representa uma atividade recente.
Segundo varios autores o pais tem potencial para ser um grande produtor de
polen apicola, devido principalmente a rigueza e a diversidade da flora aliada ao
clima tropical e a eficiéncia das abelhas africanizadas (BARRETO et al., 2006).
A Legislacdo Brasileira possui parametros de controle de qualidade para que o
polen apicola possa ser comercializado. Este deve apresentar umidade maxima
de 4% (pdélen desidratado) ou 30% (pdlen fresco), cinzas maximo de 4%, lipideos
minimo de 1,8%, proteinas minimo de 8%, acucares totais entre 14,5 e 55%,
fibra bruta minimo de 2%, acidez livre maximo de 300 mEq.kg™* e pH entre 4 e 6
(BRASIL, 2001).

2.8.1 Beneficiamento do pélen apicola

O apicultor realiza a coleta do pdélen apicola fixando, na colmeia,

estruturas nas quais as cargas ficam retidas no momento em que as abelhas as

” “*

atravessam. Estas estruturas sdo chamadas de “coletor de pdlen”, “armadilhas
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de pdlen” ou “cacga pdélen”. De maneira geral, os coletores tém perfuragdes de,
aproximadamente 45 mm de diametro para permitir a passagem das abelhas,
mas ndo de todas as bolotas de pdlen apicola, que caem em recipientes
coletores e, posteriormente, séo recolhidos pelos apicultores (ALVES, 2013b).

Nas unidades de processamento, o pélen apicola passa por etapas de
pré-limpeza, congelamento, descongelamento, desidratagdo, envase e
armazenamento. Durante a pré-limpeza séo retiradas abelhas mortas, folhas ou
qualquer outra sujidade visivel. A etapa de congelamento é util para destruir
acaros e, também, ovos e larvas de traca ou de outros insetos, além de controlar
o crescimento de fungos e bactérias. Geralmente, o produto é mantido
congelado por, pelo menos, dois dias (CAMARGO et al., 2003). Uma vez
descongelado, o produto é desidratado. Esta etapa, além de aumentar a vida de
prateleira do produto, também permite que seja armazenado e comercializado a
temperatura ambiente. As condi¢cdes de desidratacao variam entre as unidades
de producdo, mas é comum o uso de estufas com aquecimento. Por fim, faz-se
0 envase em embalagens fracionadas, armazenamento e comercializacao
(CAMARGO et al., 2003).

2.9 DETERMINACAO DE RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM ABELHAS E
POLEN APICOLA

2.9.1 Técnicas cromatograficas para determinacdo de residuos de
agrotéxicos

Em virtude da crescente preocupacdo com relacdo a presenca de
residuos de agrotoxicos nos alimentos e em amostras ambientais, diferentes
metodologias para a determinacdo desses residuos sao realizadas. Dentre as
técnicas para determinacdo de residuos de agrotoxicos destacam-se a
cromatografia gasosa e a cromatografia liquida.

Na cromatografia gasosa, os componentes de uma amostra vaporizada
séo separados em consequéncia de sua interagdo entre uma fase mével gasosa
e uma fase estacionaria liquida ou sdlida contida em uma coluna, sendo esta

aplicada a analise de compostos volateis ou volatizaveis que sejam
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termicamente estaveis (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2009; HOLLER; SKOOG;
CROUCH, 2009).

Como a maioria dos compostos nao sao suficientemente volateis para ser
analisados por Cromatografia Gasosa, a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography) tem tido
grande destaque. Na HPLC o principal requisito para a andlise € a solubilidade
dos compostos na fase movel (liquida) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2009;
HARRIS, 2012).

A cromatografia pode ser combinada a diferentes sistemas de deteccéo,
tratando-se de uma das técnicas analiticas mais utilizadas e de melhor
desempenho. O acoplamento de um cromatografo com o espectrédmetro de
massas combina as vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiéncia
de separacdo) com as vantagens da espectrometria de massas (obtencao de
informagao estrutural, massa molar e aumento adicional da seletividade)
(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

O principio béasico da espectrometria de massas € gerar ions de
compostos organicos ou inorganicos através de algum método adequado, para
separar esses ions pelas suas razdes massa/carga (m/z) e detecta-los
qualitativa e quantitativamente (GROSS, 2004).

As fontes de ionizacdo mais utilizadas em cromatografia liquida séo
ionizagdo por eletronebulizacdo ESI (do inglés electrospray ionization) e
ionizacdo quimica a pressao atmosférica, APCI (do inglés atmospheric pressure
chemical ionization) (LANCAS, 2009).

Mais comumente utiliza-se a ionizagao por eletronebulizacdo (ESI), onde
a amostra é dissolvida e pressurizada em tubo capilar de ago inox, ao qual &
aplicada uma voltagem. Como resultado, o liquido emerge do capilar a presséo
atmosférica, na forma de um aerossol. A medida que ocorre a dessolvatacao,
assistida por um fluxo continuo de gas seco (geralmente N2), o tamanho das
gotas é reduzido até que a forca de repulsdo entre as cargas similares fica maior
que as forcas de coesdo da fase liquida (tensdo superficial). Assim ocorre a
chamada “exploséo coulombica”. Uma série de explosdes passa entdo a ocorrer
até que sao produzidos ions do analito a partir destas gotas, que sao transferidos

para o interior do espectrébmetro de massas por uma série de dispositivos de
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focalizacdo. Neste processo, apenas a ionizacdo ocorre a pressao atmosférica,
0 espectrometro de massas se encontra sob “vacuo” (LANCAS, 2009).

Os analisadores de massas separam ions de acordo com a razdo m/z. A
escolha do analisador de massas mais apropriado depende de fatores como: a
faixa de massas desejada, a resolucéo e o recurso disponivel. Alguns exemplos
sao: quadrupolo (e triplo quadrupolo), armadilha de ions (do inglés, ion trap) e
tempo de voo (do inglés, time of flight) (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

O analisador de massas tipo triplo quadrupolo (TQ) € constituido por trés
quadrupolos em série, sendo que o segundo quadrupolo ndo é utilizado para
separar ions de mesma raz&do m/z, mas sim como cela de colisdo, na qual ocorre
a fragmentacdo dos ions selecionados no primeiro quadrupolo geralmente por
dissociacao induzida por colisdo com um gas inerte (CID, do inglés collision-
induced dissociation), e também é empregado como direcionador dos ions
produzidos ao terceiro quadrupolo. Todos os quadrupolos séo controlados para
transmitir ions de uma Unica razdo m/z ou de um intervalo de raz6es m/z para
gerar informacéao analitica mais exata (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).
Na Figura 2 encontra-se esquematizado um analisador de massas triplo

quadrupolo.

Figura 2 - Esquema de um analisador de massas triplo quadrupolo.

Célula de colisao
Filtrador de massa "g2" Filtrador de massa

uadrupolo "Q1" s
Fonte de ionizagao ¥ 7 quadrupolo "Q2

i | I — | .
Selet:‘; zde massa Seleciio de
Fragmentagao fragmentos (m/z)

Fonte: Modificado Agilent (2016).

Dentre as técnicas de operacdo para obtencdo do espectro de massas
em MS/MS, estéo varredura completa (do inglés, Full scan), Monitoramento do

fon Selecionado (SIM, do inglés Selected lon Monitoring), Varredura do fon
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Produto, Varredura do fon Precursor e Monitoramento Seletivo de Reac6es
(SRM, do inglés Select Reaction Monitoring).

No modo de varredura SRM é monitorada a fragmentagdo de um ion
precursor selecionado no Q1 e seus correspondentes ions produto que sao
filtrados em Q3. Este método permite que o equipamento focalize apenas o
precursor e o produto, aumentando a sensibilidade para o monitoramento,
associado ao aumento na seletividade (STASHENKO; MARTINEZ, 2010).

2.9.2 Preparo de amostra para determinacao multirresiduo de agrotéxicos

O desenvolvimento de procedimentos para o preparo de amostras tem
utilizado varias técnicas e sendo constantemente estudado devido a grande
variedade de agrotéxicos utilizados na agricultura e as diferentes complexidades
das matrizes.

Tipicamente, o preparo de amostras visa extrair os analitos da amostra a
ser analisada, e esse procedimento varia com o grau de seletividade, velocidade
e conveniéncia. A otimizacdo do preparo de amostras € de fundamental
importancia para a obtencdo de resultados exatos e precisos. ldealmente, a
técnica de preparo de amostras deve ser rapida, de baixo custo, de facil
execucao e ser compativel com o instrumento analitico (BORGES et al., 2015).
Além de concentrar/isolar o analito, o preparo de amostras tem como objetivo
eliminar os interferentes, porém sdo necessarios métodos que sejam simples,
baratos, rapidos, que empreguem pequenas ou nenhuma quantidade de
solventes e, principalmente, sejam compativeis com o instrumento analitico.
Dessa forma, as tendéncias atuais apontam no sentido de miniaturizacdo das
técnicas de preparo de amostras, visando a protecdo ambiental e a diminuicao
dos custos das analises, usando uma quantidade minima ou nula de solventes
organicos (BORGES et al., 2015).

Na literatura tem sido relatado o uso de diferentes técnicas de preparo de
amostra para a extracao de residuos de agrotoxicos em abelhas e polen apicola.
A Tabela 3, abaixo, apresenta alguns destes métodos.
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Tabela 3 — Diferentes preparos de amostras para determinacéo de agrotéxicos em abelhas e produtos apicolas.

PSA: amina primaria secundaria; GCB: carvao gratifizado; MSPD: disperséo da matriz em fase sélida; d-SPE: extracdo em fase sélida dispersiva; FM: fase movel.

Amostra Andlise Analitos Preparo de amostra Referéncias
Fioronil e 1 g amostra + 3 mL H2O/MeOH / 5 mL H20/MeOH
mel e pélen LC-MS/MS prontt lavar o tubo - SPE (florisil 1 g - 500 mg) - Eluicdo 5 mL CHAO et al., 2010
Metabolitos
metanol
5 g amostra + 2 g pérolas de vidro + 10 mL H20 + 10
abelhas LC-MS/MS e Multirresiduo mL ACN 1% HCOOH - Particdo 1 g acetato + 4 g KILJANEK et al.,
GC-MS/MS MgSOa - 7 mL d-SPE 350 mg PSA/350 mg Z- 2016
SEP/1050 mg MgSO4 - Diluigdo 5x FM.
1 g amostra + 10 mL H20 + 10 mL ACN + 3 mL hexano
mel e abelhas LC-MS/MS e 19 Agrotoxicos - Particdo 1 g NaCl/ 4 g MgSOa - 2 mL d-SPE 150 mg BARGANSKA etal.,
GC-MS/MS 2014
MgSOa4/ 25 mg PSA
Mel - 5 g amostra - 10 mL H20 - SPE (StrataX -
] LC-QTOF Clqtlanldln_a, 250 mg) - Eluicéo 2 r_nL ACN:H20 (45_:55 v~/v) Pdlen - 2 HERNANDEZ et al.,
mel e polen MS/MS Imidacloprido e g amostra + 10 mL diclorometano - Filtragao (papel 2016
Tiametoxam filtro) - evaporado - reconstituido 1 mL ACN:H20 (50:50
v/v)
Clotianidina,
!I_r?;?naectlgfggo’ 5gmel/5gabelha/2gpolen-1-2 gNaSOs - 10 mL
Mel, pélen e LC-MS/MS Tiaclonrido ’ H20 - 10 mL ACN - Parti¢éo citrato - 8 mL d-SPE =~ CODLING et al.,
abelha prico, 900 mg MgS04/150 mg PSA - evaporacao - 2016

Flonicamida,
Acetamiprido e
Nitempiram

reconstituido 0,2 mL ACN
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Cera de

abelha LC-MS/MS
Abelhas GC-MS
Abelhas GC-NPD
Abelhas LC-MS

Mel, pdlen e LC-MS/MS e
abelha GC-ToF

Pdlen e geleia

LC-MS/MS
real
Melegeleia o) ~ vs/ms
real

Multirresiduo

Multirresiduo

12 Agrotoxicos

6 Agrotoxicos

Multirresiduo

Sulforados

Multirresiduo

QUEChERS Citrato

2 g de amostra - 15 mL ACN-H20 (2:1 v/v) - Ultra turrax
0.5 min - sais particao Citrato - Freezing out (2h) - 5 mL
d-SPE 500 mg MgS04/450 mg Cis/ 200 mg PSA/ 50
mg GCB - evaporacao - reconstituir em tolueno

0,5 g abelha - 1,5 g Florisil - MSPD - Coluna 2 g silica
ativada / 1,5 g MgSOu - Eluicdo (diferentes solventes)

1 g Abelha - 1 g Cis - MSPD - Eluigdo: 10 mL
diclorometano:metanol (85:15, v/v) — evaporado e
reconstituido 0,5 mL metanol

5 g de mel 10 mL ACN - 10 mL H20

5 g de abelha 10 mL ACN - 3 mL H20 - 3 mL hexano

2 g p6élen 10 mL ACN - 8 mL Hz20 - 3 mL hexano
QUECHhERS Citrato: 6 mL ACN - d-SPE com PSA e Cis

0,5 g polen + 12 mL MeOH / 1,6 g geleia real + 5 mL
MeOH - Centrifugacéo - Evaporacéo - Redissolver 1
mL MeOH

2gmel/1ggeleiareal - 100 mg EDTA + 100 mg
acido citrico + 5 mL H20 - 10 mL ACN 1% HAc -4 g
Na2S04 /1 g NaCl - 4 mL Extrato d-SPE 50 mg PSA /
150 mg Cis / 900 mg Na2SO0s - Filtragao - 300 pL
extrato + 700 pL FM

LOPEZ et al., 2016

WALORCZYK et al.,
2009

MORZYCKA, 2002

FERNANDEZ et al.,
2006

WIEST et al., 2011

ARES et al., 2016

JIN et al., 2017
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2.9.2.1 Método QUEChERS

Em 2003 foi publicado um novo método de preparo de amostras para
extracdo de residuos de pesticidas denominado QUEChERS (ANASTASSIADES
et al., 2003). Esse método € muito utilizado para a determinacédo de residuos de
pesticidas em amostras de alimentos, proporcionando exatiddo e precisao
aceitaveis de pesticidas acidos, neutros e basicos (PRESTES et al., 2011).

Essa técnica é baseada em trés etapas principais: (1) extragdo com
acetonitrila; (2) particdo promovida pela adicao de sais, por exemplo: sulfato de
magnésio (MgSOas) e cloreto de sédio (NaCl) e (3) limpeza do extrato
empregando a técnica denominada Extracdo em Fase Soélida Dispersiva
(ZANELLA et al., 2015).

Na otimizacdo do método QUEChERS, percebeu-se que a utilizacdo de
tampdes promovia recuperacdes satisfatorias para compostos dependentes do
pH. Assim LEHOTAY e colaboradores (2005) desenvolveram o método
QUEChERS-acetato, no qual o efeito tamponante (pH 4,8) € promovido pela
adicdo de acetato de sédio e adicao de &cido acético a acetonitrila. Em 2007,
ANASTASSIADES e colaboradores propuseram o método QUEChERS-citrato, o
qual utiliza uma mistura de citrato de sbédio di e sesquiidratados como
responsaveis pelo efeito tamponante (pH 5,0-5,5). Na Figura 3 estéo
representadas as principais etapas do método QUEChERS e suas diferentes
versdes. Recentemente CURBELO e colaboradores (2014) utilizaram sais de
amonio (formiato e acetato de amonio) para promover a particdo e extracdo de
43 agrotéxicos de diferentes classes. Estes sais sdo mais volateis o que facilita

a ionizagdo quando a andlise € acoplada a espectrometria de massas em série.
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Figura 3 - Representacdo das principais versdes do método QUEChERS
original, acetato e citrato.

QuEChERS QuEChERS QuEChERS
(original) (acetato) (citrato)
[ = = e = —— —
=§ : 10 g amostra 15 g amostra 10 g amostra
S, 15 mL acetonitrila
E | 10 mL acetonitrila (1% Hac) 10 mL acetonitrila
-
[mmmmmm e e e e e e e e — -
|
I 4 g MgS0O,
g ! 1 g NaCl
-1‘;__,’” | 4 g MgSQ, 6 g MgSO, 19
S : 1 g NaCl 1,5 g CH;COONa CgHgNa;0,.2H,0
1 015 g
| CGH5N3207. 1 ,5H20
L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ma e ma e -
[mm e e e e e e m e e e e e e m e m e m e m e m e — e ————— - —
S : 1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante 1 mL sobrenadante
g | 150 mg MgSO, 150 mg MgSO, 150 mg MgSO,
E | 25 mg PSA 50 mg PSA 25 mg PSA

Analise cromatografica

Fonte: Adaptado PRESTES et al., 2011

A utilizacdo de acetonitrila como solvente possibilita a extracdo de uma
menor quantidade de interferentes provenientes da amostra, por exemplos,
ceras, gorduras e pigmentos. Além disso, a acetonitrila proporciona a extracao
de uma ampla faixa de analitos com diferentes polaridades. Outra grande
vantagem € gue acetonitrila € mais adequada para LC-MS/MS do que acetona e
acetato de etila e pode ser utilizada sem problemas na analise por GC-MS/MS
(PRESTES et al., 2011).

A etapa de particdo, através da adicao de sais, promove o efeito “salting
out’, sendo utilizada em varios métodos multirresiduo. Na extracdo com
acetonitrila, a adicdo de sais é muito conveniente uma vez que é rapida, facil,
apresenta baixo custo, tem a grande vantagem de nao diluir o extrato da amostra
e proporciona a separac¢ao das fases organica e aquosa (PRESTES et al., 2009).

A limpeza dos extratos é essencial para promover robustez e
confiabilidade aos resultados obtidos pelo sistema cromatografico. Um novo
método de limpeza do extrato (clean-up) denominado extragdo em fase soélida

dispersiva (do inglés Dispersive Solid Phase Extraction, d-SPE) foi proposto
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juntamente com o método QUEChERS. A d-SPE permite que a limpeza do
extrato e a reducdo de agua residual sejam efetuadas de forma rapida e
simultanea. O sorvente retém as interferéncias da matriz, sendo que depois da
agitacdo manual e centrifugacdo o extrato estad pronto para ser injetado no
sistema cromatografico (PRESTES et al., 2011). Diferentes sorventes podem ser
utilizados nesta etapa. Na Tabela 4 estdo descritos os principais sorventes e

suas finalidades.

Tabela 4 - Principais sorventes e suas finalidades.

Sorventes Coextratitovs removidos

PSA AcUcares, acidos graxos, acidos organicos e pigmentos
C18 Lipideos e coextrativos apolares

GCB Pigmentos, esterois e coextrativos apolares
Z-Sep+ Lipideos e pigmentos

EMR Lipideos

2.10 VALIDACAO

A demonstracdo da capacidade técnica de realizar ensaios pode ser
evidenciada através da validacdo do método utilizado. De acordo com RIBANI e
colaboradores (2004), validacdo € um processo continuo que comeca no
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia, visando diminuir os fatores que levam a
imprecisdo ou inexatiddo de um dado gerado.

O processo de validagcéo é a garantia experimental de que o método é
adequado a finalidade proposta, assegurando a confiabilidade dos resultados
(ALBANO & RAYA-RODRIGUEZ, 2015).

No Brasil, ha guias que auxiliam no processo de validacdo de um método
analitico, tais como, o “Guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos”
publicado em 2003 pela ANVISA. Além disso, em 2011 o Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO), publicou o
documento “Orientagdo sobre validacdo de métodos analiticos (INMETRO,
2011). Além do Brasil, outros 6rgéos internacionais também dispdem de guias
como, por exemplo, a SANTE (Salde e Protecdo do Consumidor, do francés

Santé et protection des consommateurs) e o Codex Alimentarius.
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Os parametros envolvidos no processo de validacdo de métodos

analiticos avaliados usualmente sao: curva analitica e faixa linear, efeito matriz,

seletividade, exatiddo, precisédo (repetitividade e precisao intermediaria), limite

de deteccéo e de quantificacdo. Estes estao descritos na Tabela 5.

Tabela 5 — Parametros avaliados durante a etapa de validacdo de métodos
analiticos para determinacao de residuos de agrotoxicos.

Parametros Definicao Aplicacao Referéncia
Extracdo de INMETRO,
Seletividade Avalia o grau de interferéncia .9,, " 2011; SANTE,
matriz "branco
2015
Hl?: ”slg%?r? ((jairrr(latgai[laernizsu”ados Curva Analitica INMETRO,
Linearidade 4 Jam dire ~ _ 2011; SANTE,
proporcionais as concentracées (y =ax +b) 2015
dos analitos
. : Intervalo de concentracdes em s INMETRO,
Faixa Linear . Curva Analitica i -
de trabalho ~ dUe Yy eXx correlacionam-se (y = ax + b) 2011; SANTE,
linearmente y= 2015
Comparacéo
. . Influéncia dos componentes da entrepcur\?as em INMETRO,
Efeito Matriz . 2011; SANTE,
matriz na resposta solvente e em 2015
extrato branco
Limite de Menor concentracao da INMETRO,
deteccio substancia em andlise que pode S/R=3 2011; SANTE,
¢ ser detectada 2015
Limite de Menor concentracédo da INMETRO,
Lantificacio substancia em exame que pode S/R =10 2011; SANTE,
9 30 ser medida 2015
Avaliacao da disperséo de _ INMETRO,
Precisao resultados entre ensaios Repehbﬂ@gde © 2011; SANTE,
) Reprodutibilidade
independentes 2015
Grau de concordéancia entre os
resultados individuais de um Ensaios de INMETRO,
Exatidao determinado ensaio e o valor de e 2011; SANTE,
A . fortificacao
referéncia aceito como 2015

verdadeiro
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3 MATERIAIS E METODOS

O trabalho proposto consistiu no desenvolvimento e validacdo do método
QUEChERS modificado visando a extracdo e determinacdo multirresiduo de
agrotoxicos em amostras de abelha e pdlen apicola empregando LC-MS/MS.

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Andlises de Residuos de
Pesticidas (LARP) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM).

3.1 INSTRUMENTACAO

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho foram:
¢ Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Direct UV3 (Millipore, EUA);
¢ Centrifuga refrigerada NT 825 (Novatecnica, Brasil);
¢ Centrifuga refrigerada SL 703 (Solab, Brasil);
0 Agitador Vortex — Biomixer Modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);

¢ Balancas analiticas de precisdo modelo UX-420H e APX-200 (Shimadzu,
Japao);

¢ Micropipetadores automéaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha);
0 Concentrador e evaporador TurboVap LV® (Biotage, EUA);
¢ Moinho IKA, modelo A 11 basic (IKA, Brasil);

¢ Sistema LC-MS/MS Varian (EUA) equipado com:

e Cromatografo a liquido com bomba binaria 212-LC, forno para coluna e
sistema de desgaseificacao;

e Detector MS, 320-MS triplo quadrupolo (TQ) Mass Spectrometer,
utilizando o modo de ionizacgdo por eletronebulizagéo;

e Amostrador automatico ProStar 410;

e Sistema de aquisicdo de dados através do software MS Workstation
versao 6.9.2;
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e Coluna analitica Pursuit UPS Cis (100 x 2,0 mm d.i.) e 2,8 um de tamanho
de particula (Varian, EUA);

e Sistema gerador de nitrogénio LC/MS 12/2 (Domnick Hunter, Inglaterra).

3.2 REAGENTES, SOLVENTES E MATERIAIS UTILIZADOS

Os reagentes, solventes e demais materiais utilizados no desenvolvimento
deste trabalho estao listados abaixo:
¢ Acetonitrila grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);
¢ Metanol, grau HPLC (Merck, Alemanha);

0 Agua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct UV3R, resistividade de
18,2 MQ cm (Millipore, Franga);

0 Acido acético glacial 100% (J. T. Baker, EUA);

0 Acido tricloroacético (Merck, Alemanha);

¢ Formiato de amonio (Sigma-Aldrich, EUA);

¢ Sulfato de magnésio anidro p.a (J.T. Baker, Japao);

¢ Cloreto de sédio p.a. (Sigma-Aldrich, Alemanha);

¢ Acetato de sodio anidro (J. T. Baker, EUA);

¢ Citrato de sodio diidratado (Sigma-Aldrich, EUA);

¢ Hidrogenocitrato de sddio sesquiidratado (Sigma-Aldrich, EUA);
¢ Acetato de amonio (Merck, Alemanha);

¢ Acetona grau HPLC (Mallinckrodt, EUA);

0 Hexano (95% n-hexano) (J. T. Baker, EUA);

0 Extran® neutro (Merck, Brasil);

¢ Sorvente Bondesil C18 com diametro de particula (d.p.) 40 um (Agilent, EUA);
¢ Sorvente Bondesil PSA com d.p. de 40 um (Agilent, EUA);

¢ Bond Elut EMR-lipid (Agilent, EUA);

0 Florisil® 60-120 mesh (J. T. Baker, EUA);

0 Supel™ QUE Z-Sep+ (Sigma-Aldrich, EUA);



39

¢ Alumina neutra 100-125 mesh (Sigma-Aldrich, EUA);

¢ Quitosana (obtida e caracterizada no Laboratorio de Operacdes Unitarias da
Escola de Quimica e Alimentos da FURG, a partir de residuos de camardo rosa
Farfantepenaeus brasiliensis) com d.p. de 62-76 um (Rio Grande, Brasil);

0 Carvéao Supelclean™ ENVI-Carb d.p 105-125 pm (Supelco, EUA);

0 Filtros de PTFE de 13 mm e porosidade de 0,22 um (Analitica, Brasil);

¢ Tubos de polipropileno, com tampas de rosca com capacidade de 50 e 15 mL
(Sarstedt, Alemanha);

¢ Microtubo, tipo Eppendorf, capacidade 2 mL (Axygen Scientific, EUA);
¢ Frascos de vidro (vial) com capacidade de 2 mL (Agilent, EUA);

¢ Padrdes solidos dos compostos em estudo (Tabela 6);

3.3 AGROTOXICOS SELECIONADOS

Os agrotoxicos para este estudo foram selecionados com base na Unido
Europeia estabelecidos para mel e produtos apicolas (p6len apicola e geleia
real). Estes compostos foram adquiridos da empresa Dr. Ehrenstorfer e estéo
listados na Tabela 6, juntamente com a classe, grupo quimico e propriedades

fisico-quimicas.

Tabela 6 — Informacfes dos agrotéxicos, contendo limites maximos de
residuos (LMR), log P, Ka, férmula molecular, classe e o grupo quimico.

LMRe®

Agrotoxicos g;ngkg' log P ka E/Ioorlr:cull?ar Grupo Quimico
Acefato 0,02 -0,85 8,35 C4H10NO3PS Organofosfato?®
Acetamiprido 0,05 0,8 0,7 C10H11CIN4 Neonicotindide?
Aldicarbe 0,01 1,15 Nao dissocia C7H14N202S Carbamato?
Atrazina-d5 (PC) - - - CsHoDsCINs Triazina
Azoxistrobina 0,05 2,5 N&o dissocia C22H17N30s Estrobilurina®
Boscalida 0,5 2,96 N&o dissocia CisH12CI2N20 Carboxamida®
Bupirimate 0,05 3,68 44 C13H24N403S Pirimidinol®
Buprofezina 0,05 4,93 Na&o dissocia CisH23N30S Tiadiazinona?
Carbaril 0,05 2,36 104 C12H11NO2 Carbamato?
Carbendazim 1 1,48 4,2 CoH9N302 Benzimidazol®
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Carbofurano
Ciazofamida
Cimoxanil
Ciprodinil
Clorfenvinfos
Clotianidina
Cresoxim-metilico
Diazinona
Difenoconazol
Diflubenzurom
Dimetomorfe
Dimoxistrobina
Emamectina
Espinosade A
Espirodiclofeno
Espiromesifeno
Etiona

Etirimol
Fenamidona
Fenarimol
Fenazaquim
Fenbuconazol
Fenhexamida
Fenoxicarbe
Fenpiroximato
Fentiona
Fipronil
Flusilazol
Flutolanil
Flutriafol
Fosmete
Imazalil
Imidacloprido
Indoxacarbe
Iprovalicarbe
Lufenuron
Malationa

0,05
0,05
0,05
0,05
0,01
0,01
0,05
0,01
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,01
0,01
0,05
0,05
0,05
0,01
0,05
0,05
0,05
0,05
0,01
0,005
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,02
0,05

1,8
3,2
0,67

3,82
0,905
3,4
3,69
4,36
3,89
2,68
3,59

2,8

5,83
4,55
5,07
2,3

2,8

3,69
5,51
3,79
3,51
4,07
5,01
4,84
3,75
3,87
3,17
2,3

2,96
2,56
0,57
4,65
3,2

5,12
2,75

N&o dissocia
9,3

4,44

11,1

N&o dissocia
2,6

1,07

-1,3

N&o dissocia

5

N&o dissocia
2,44

N&o dissocia
7,3

N&o dissocia
N&o dissocia
N&o dissocia
2,5

Nao dissocia
2,3

Nao dissocia
6,49

N&o dissocia
N&o dissocia
N&o dissocia
10,2

Nao dissocia

C12H15NO3
C13H13CIN4O2S
C7H10N4O3
C14H1sN3
C12H14CI304P
CeHsCINsO2S
C18H19NO4
C12H21N203PS
C19H17CI2N30s3
C14HoCIF2N202
C21H22CINO4
C19H22N203
Ca9H75NO13
Ca1HesNO10
C21H24Cl204
C23H3004
CoH2204P2S4
C11H19N30
C17H17N3OS
C17H12CI2N20
C20H22N20
C19H17CIN4
C14H17CI2NO2
C17H19NO4
C24H27N304
C10H1503PS2
C12H4Cl2FsN4OS
Ci6H15F2N3Si
C17H16F3NO2
Cie6H13F2N30
C11H12NO4PS2
C14H14CI2N20
CoH10CINsO2
C22H17CIF3N307
C1sH2sN203
C17HsCl2FsN203
C10H1906PS2

Carbamato?
Cianoimidazol®
AcetamidaP
Anilinopirimidina®
Organofosforado?
Neonicotindide?
Estrobilurina®
Organofosforado?
Triazol°
Benzoiluréia?
Morfolina®
Estrobilurina®
Avermectina®
Espinosina?
Cetoenol?
Cetoenol?
Organofosforado?@
Pirimidinol®
ImidazolP
Pirimidina®
Quinazolina?
Triazol°
Hidroxianilida®
Carbamato?
Pirazol?
Organofosforado?@
Fenil Pirazol?
Triazol°
Carboxamida®
Triazol°
Organofosforado?
Imidazol®
Neonicotindide?
Oxadiazina®
Carbamato®
Benzoiluréia?
Organofosforado?



http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=263
http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=263
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Mecarbam
Metalaxil
Metidationa
Metiocarbe
Metomil
Metoxifenozida
Miclobutanil
Oxadixil
Picoxistrobina
Piraclostrobina
Pirazofés
Piridabem
Pirimetanil
Pirimicarbe

Piriproxifem

Profenofos
Propamocarbe
Propiconazol
Quinalfos
Quinoxifem
Tau-Fluvalinato
Tebufenozida
Teflubenzurom
Tetraconazol
Tiacloprido
Tiametoxam
Tiodicarbe
Tiofanato-metilico
Tolifluanida
Triadimefom
Triazofés
Triclorfom
Trifenilfosfato (P1)
Trifloxistrobina
Triflumurom

0,05
0,05
0,02
0,05
0,02
0,05
0,05
0,01
0,05
0,05
0,05
0,02
0,05
0,05

0,05

0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,05
0,02
0,05
0,01
0,05
1
0,05
0,1
0,01
0,01

0,05
0,01

2,29
1,75
2,57
3,18
0,09
3,72
2,94

0,65
3,6

3,99
3,8

6,37
2,84
1,7

5,37

1,7
0,84
3,72
4,44
4,66
7,02
4,25
4,3
3,56
1,26
-0,13
1,62
1,45
3,9
3,18
3,55
0,43
4,5
4,9

N&o dissocia

N&o dissocia
N&o dissocia
12,2

N&o dissocia
N&o dissocia
N&o dissocia
3,52

4.4

6,87

N&o dissocia
9,5

1,09

N&o dissocia
N&o dissocia
N&o dissocia
9,2

0,65

N&o dissocia
N&o dissocia
N&o dissocia
7,28

N&o dissocia

N&o dissocia

C10H20NOsPS2
C15H21NO4
CeH11N204PS3
C11H15sNO2S
CsH10N202S
C22H28N203
C15H17CIN4
C14H18N204
C1sH16F3NO4
C19H18CIN3O4
C14H20N30sPS
C19H25CIN20S
Ci2H13Ns3
C11H18N4O2

C20H19NO3

C11H1sBrCIOsPS
CoH20N202
C15H17CI2N30O2
C12H15N203PS
C1sHsCIl2FNO
C26H22CIF3N203
C22H28N202
C14H6CIl2FaN202
C13H11Cl2FaNsO
C10H9CIN4S
CsH10CINsO3S
C10H18N40O4S3
C12H14N404S>
C10H13CI2FN202S2
C14H16CIN3O2
C12H16N3O3PS
C4HsClI304P
Ci1sH1504P
C20H19F3N204
C15H10CIF3N203

Organofosforado?
Fenilamida®
Organofosforado?@
Carbamato®
Carbamato?
Diacilhidrazina?
Triazol°
FenilamidaP®
Estrobilurina®
Estrobilurina®
Fosforotiolato®
Piridazinona?
Anilinopirimidina®
Carbamato?
Eter
piridiloxipropialico®
Organofosforado?
Carbamato®
Triazol°
Organofosforado?
Quinolina®
Piretroide?
Diacilhidrazina?
Benzoiluréia?
Triazol°
Neonicotindide?
Neonicotinbide?
Carbamato?
Benzimidazol®
Sulfamida®
Triazol°
Organofosforado?
Organofosforado?
Organofosforado?
Estrobilurina®
Benzoiluréia?

3Inseticida; °Fungicida; °LMR estabelecido pela Unido Europeia;

Pl: padréo interno; PC: padréo de controle.


http://fitogest.imagelinenetwork.com/it/sostanze-attive/quinalfos/281
http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=263
http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_ing_ativo_detalhe_cons?p_id_ingrediente_ativo=263
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3.4 SELECAO DO PADRAO INTERNO E DO PADRAO DE CONTROLE

O trifenilfosfato (TTP, do inglés triphenyl phosphate) foi utilizado como
padrdo interno na concentracdo de 20 ug L?, nas andlises por LC-MS/MS. O
padrdao interno foi utilizado somente para verificacdo da resposta do
equipamento, ndo sendo utilizado para quantificacao.

Como padrao de controle utilizou-se atrazina deuterada para a avaliacao
do procedimento de extracdo, uma vez que € adicionado a amostra
anteriormente a extracdo dos analitos, nas concentragcdes empregadas para

avaliacdo dos ensaios de recuperacdo (5, 10, 20, 50 e 100 ug kg™).

3.5 PREPARO DAS SOLUCOES ANALITICAS

As solucdes estoque foram preparadas primeiramente em uma
concentragdo de 1000 mg L* de cada substancia em estudo, levando em
consideracéo a pureza dos padrbes solidos. As solucdes foram preparadas em
acetonitrila grau HPLC. A partir destas solucdes, preparou-se uma mistura
contendo todos 0s compostos na concentracéo de 5 mg L que foi utilizada para
realizar os ensaios de fortificacdo e avaliar a linearidade do método.

A partir da mistura 5 mg L1, foram preparadas as solucdes de trabalho
nas concentragdes de 2,5; 5,0; 10; 25; 50; 75 e 100 pg L' em acetonitrila e no
extrato da matriz avaliada.

Todas as solu¢bes analiticas foram armazenadas em frascos ambar a

temperatura abaixo de -4 °C.

3.6 SISTEMA LC-MS/MS PARA DETERMINACAO DE RESIDUOS DE
AGROTOXICOS EM ABELHA E POLEN APICOLA

3.6.1 Escolha da fase movel
A escolha da fase movel baseou-se nas condi¢cdes utilizadas

frequentemente no LARP-UFSM (MARTINS et al. 2014; DONATO et al. 2015;).

A fase mével empregada neste trabalho foi a solugdo aquosa de formiato de



43

amonio 5 mmol L*? (solvente A) e metanol (solvente B), conforme gradiente

descrito na Tabela 7. O tempo total de corrida foi de 20 min.

Tabela 7 — Gradiente da fase moével utilizado para determinagéo de agrotoxicos
em abelhas e pdlen apicola no sistema LC-MS/MS.

Tempo g n uB
(min)

0 90 10

1 90 10

2 55 45

8 10 90

9,3 5 95

11,3 5 95

11,5 2 98

13,5 2 98

20 90 10

Vazao constante de 150 pL min-!

3.6.2 Condic¢bes utilizadas no sistema LC-MS/MS

A seguir estdo descritas as condi¢des do sistema LC-MS/MS utilizadas

para otimizacdo do método e andlise dos agrotoxicos em amostras de abelha e

polen apicola.

0 Temperatura da coluna: 30 °C

¢ Temperatura da fonte: 50 °C

¢ Temperatura de dessolvatagdo: 250 °C
¢ Presséo gas de nebulizacéo: 20 psi

¢ Presséo gas de dessolvatacao (N2): 40 psi

¢ Volume de injecao: 10 pL

¢ Presséao gas de colisdo (argdnio): 1,8 mTorr

A espectrometria de massas em seérie foi operada no

modo de

monitoramento SRM e ionizacdo por eletronebulizacdo no modo positivo e

negativo.

Foram realizadas infusdes, ou seja, injecdes diretas no espectrometro de

massas, com solugdo analitica padrdo 1,0 mg L' de cada composto
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individualmente. A partir das infusdes foram definidos os ions caracteristicos de
cada composto, bem como, a voltagem do capilar, energias de colisdo. Apés a
escolha destas condicdes, foram selecionados os ions a serem monitorados

para identificacdo e quantificacéo.

3.7 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE EXTRACAO PARA A ANALISE DE
RESIDUOS DE AGROTOXICOS EM ABELHA E POLEN APICOLA

Os métodos de preparo de amostra propostos neste trabalho foram
desenvolvidos com base em trabalhos da literatura para determinacao
multirresiduo  de  agrotoxicos em alimentos: QUEChERS original
(ANASTASSIADES et al., 2003), QUEChERS acetato (LEHOTAY et al., 2005),
QUEChERS citrato (ANASTASSIADES et al., 2007) e QUEChERS acetato de
amonio (CURBELO et al.; 2014). Para garantir a eficiéncia da extracdo algumas
modificacdes destes métodos foram realizadas, devido as caracteristicas das
amostras em estudo. Visando uma melhor homogeneidade uma quantidade
menor de amostra foi utilizada e adicionou-se agua. Esta etapa € comumente
utilizada para matrizes que apresentam baixo teor de agua (MASTOVSKA et al.,
2010). Além disso, para assegurar a limpeza do extrato os sorventes utilizados
na etapa de d-SPE foram baseados no trabalho desenvolvido por VAZQUEZ e
colaboradores (2015).

Desta forma, a Tabela 8 apresenta os testes preliminares que tiveram por
objetivo encontrar as melhores condicbes de extragdo dos compostos em
estudo. Os ensaios foram realizados em triplicata de fortificacbes, na
concentracdo de 100 pg kg?t. Destes, o teste com melhores resultados foi
avaliado quanto a utilizacdo da solugcéo aquosa de tricloroacético em diferentes
concentracbes para a precipitacdo de proteinas (TORANO, 1999), conforme
Figura 4. Os ensaios foram novamente realizados em triplicata de fortificagdes,

na concentracéo de 100 g kg™.
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Figura 4 — Testes utilizando solugdo aquosa de tricloroacético (TCA).

2 g amostra

Ts -3 mLTCA5% (viv) T,-3mLTCA 1% (viv)

Te -3 mMLTCA 10% (v/iv)
Vortex (1min)

2 mL Acetonitrila
Vortex (1min)

0,8 g MgSO,
0,2 g NaCl
0,2 g Citrato de sodio
0,1 g CsH5N3207.1,5H20

Agitagao (1min)
Centrifugacado (2420 xg, 8min)
1 mL Extrato

150 mg MgSO, + 25 mg PSA + 25 mg C18
+ 20 mg Z-Sep*

Vortex (1min)
Centrifugacdo (13,300 xg, 5 min)

Filtragdo — Filtro PTFE — 0,22um
Dilui¢cdo - (1:1) Fase movel
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Tabela 8 — Diferentes testes realizados para avaliacdo das melhores condi¢des de extracdo dos compostos em estudo.

Etapa QUECHhERS original? (T1) QUEChERS acetato® (T2) QUEChERS citrato® (Tz) QUEChERS amonio® (T4)
Quantidade de amostra 2g 29 29 29
Hidratacéo 3 mL &gua ultrapura 3 mL agua ultrapura 3 mL &gua ultrapura 3 mL agua ultrapura

Homogeneizacao
Extracao

Homogeneizacéao

Particao

Separacéo |

Limpeza

Separacao |l
Filtrac&o
Diluicéo
Analise

agitacdo 1 min (vortex)
2 mL acetonitrila

agitagdo 1 min (vortex)

0,8 g MgSOs4 + 0,2 g NaCl

agitacdo 1 min (vortex) +
centrifugagéo 3500
rpm/8min

1 mL extrato + 150 mg
MgSOa4 + 25 mg PSA +25
mg C18 + 20 mg Z-Sep+

agitacao 30 s (vortex) +
centrifugacéo 10000
rpm/5min

filtracdo PTFE 0,22 pum
1:1 fase movel
LC-MS/MS

agitacdo 1 min (vortex)
2 mL acetonitrila 1%
acido aceético (v/v)
agitagao 1 min (vortex)

0,89 MgSO4+0,2¢g
CHsCOONa

agitacdo 1 min (vortex) +
centrifugagéo 3500
rpm/8min

1 mL extrato + 150 mg
MgSOas + 25 mg PSA +
25 mg C18 + 20 mg Z-
Sep+

agitacdo 30 s (vortex) +
centrifugacéo 10000
rpm/5min

filtracdo PTFE 0,22 pm
1:1 fase movel
LC-MS/MS

agitacdo 1 min (vortex)
2 mL acetonitrila

agitacao 1 min (vortex)
0,89 MgSO4+0,2¢g
NaCl+0,2g
CsHsNaszO7.H0 + 0,1 g
CsHsNa207.1,5H20
agitacdo 1 min (vortex) +
centrifugacéo 3500
rpm/8min

1 mL extrato + 150 mg
MgSOas + 25 mg PSA +
25 mg C18 + 20 mg Z-
Sep+

agitacdo 30 s (vortex) +
centrifugagéo 10000
rpm/5min

filtracdo PTFE 0,22 pum
1:1 fase movel
LC-MS/MS

agitacao 1 min (vortex)
2 mL acetonitrila

agitacdo 1 min (vortex)

0,8gMgSOs+1g
acetato de amonio

agitacao 1 min (vortex) +
centrifugacéo 3500
rpm/8min

1 mL extrato + 150 mg
MgSOas + 25 mg PSA + 25
mg C18 + 20 mg Z-Sep+

agitacao 30 s (vortex) +
centrifugacéo 10000
rpm/5min

filtracdo PTFE 0,22 pum
1:1 fase movel
LC-MS/MS

aANASTASSIADES et al., 2003; PLEHOTAY et al., 2005; CANASTASSIADES et al., 2007; ¢CURBELO et al.; 2014.
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Em um segundo momento, a etapa de limpeza do extrato foi avaliada.
Apés a extracdo utilizando o método QUEChERS modificado, os extratos foram
submetidos a etapa de limpeza, avaliando-se diferentes sorventes, conforme
Tabela 9. Esta etapa foi avaliada através dos testes gravimétricos, a fim de
verificar a quantidade de residuo sélido final.

Os testes Ei, E2, Es, Es, Ei0, E11 € Ei2 foram avaliados em termo de
recuperacdo dos compostos em estudo. Os ensaios foram realizados em
triplicata de fortificacdes, na concentracdo de 100 ug kg.

Todos os testes foram realizados na matriz pdlen apicola. Para a matriz

abelha apenas os T3, T7 e 0 método otimizado foram avaliados.

Tabela 9 - Relacdo dos testes realizados para analise de remocdo dos

coextrativos para 1 mL de extrato.

MgSOs C18 PSA Z-Sep+ Florisi EMR-  Alumina Quitosana GCB

Ensaio “ig)  (mg) (mg) (mg) (mg) Lipid(mg) (mg) (mg)  (mg)

1 150 25 25 20 - - - - -
2 150 25 25 - - - - - -
3 150 - - 50 - - - - -
4 150 - - - - - - 50 -
5 150 - - - - - 50 - -
6 150 - - - 50 - - - -
7 150 - - - - 50 - - -
8 150 - 50 - - - - - -
9 150 50 - - - - - - -
10 150 50 50 - - - - -

11 150 25 50 - - - - -

[ERN
N
o 01 O

150 25 100 - - - - -
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3.7.1 Teste gravimétrico

O procedimento consistiu na secagem de 2 mL de cada extrato limpo
utilizando concentrador TurboVap LV®, sob fluxo de nitrogénio, utilizando
temperatura de 50 °C. Os tubos de vidro contendo os residuos foram entéo
pesados para avaliacdo da remocdo de coextrativos, tendo como base a
diferenca das massas dos tubos antes e ap0s a secagem dos extratos
(SAPOZHNIKOVA & LEHOTAY, 2013).

3.8 VALIDACAO DO METODO PARA A ANALISE DE RESIDUOS DE
AGROTOXICOS EM ABELHA E POLEN APICOLA

Neste trabalho os parametros utilizados para a validacdo do método
analitico foram: seletividade, curva analitica e linearidade, limite de deteccéo,
limite de quantificacdo, exatiddo (recuperacdo), precisdo (repetitividade e

precisao intermediaria) e efeito matriz.

3.8.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada por comparacdo dos
cromatogramas obtidos com as inje¢cdes no sistema LC-MS/MS de extratos de
amostras “branco”, ou seja, ausente dos compostos do estudo, e da amostra
fortificada com estes compostos. Este ensaio tem por objetivo avaliar a

ocorréncia de co-elui¢do de interferentes da matriz e de analitos de interesse.

3.8.2 Curva analitica e linearidade

A linearidade das curvas analiticas foi realizada através da injecdo das
solucdes analiticas preparadas de acordo com o item 3.5, nas concentracdes de
2,5;5,0; 10; 25; 50; 75 e 100 ug L correspondente a 5, 10, 20, 50, 100, 150, 200
ug kg?l. Estas foram preparadas em solvente (acetonitrila), e também foram

preparadas no extrato da matriz (abelha e polen apicola).



49

Posteriormente, realizaram-se os calculos da média das areas de cada
analito, em seguida foi obtida a regresséo linear e o coeficiente de determinacao

(r?), a fim de obter a linearidade do método.

3.8.3 Efeito matriz

Para a avaliacdo do efeito matriz, realizou-se a comparacdo entre as
inclinacdes das curvas analiticas obtidas, preparadas em solvente, em extrato

da matriz “branco”. O célculo foi efetuado através da equacéo 1.

Efeito matriz = === x 100 (Equacdo 1)

X2
Onde:
X1 = inclinagdo da curva obtida pela injecdo das solugcbes analiticas de cada
agrotoxico, preparadas na matriz (abelha e polen apicola);
X2 = inclinagdo da curva obtida pela injecdo das solucdes analiticas de cada

agrotoxico, preparadas em solvente (acetonitrila).

3.8.4 Exatidao e precisao

A exatidao e precisdo do método proposto foram avaliadas através dos
valores de recuperacdo e RSD, respectivamente. Os niveis de fortificacdo de 5,
10, 20 e 50 pg kg* foram utilizados para avaliar a matriz pélen apicola com n=7.
Para a matriz abelha os niveis de fortificagdo de 10, 20, 50 e 100 pg kg foram
analisados com n=6.

Conforme INMETRO, o célculo de recuperacao € realizado de acordo com
a equacao 2.

Recuperacéo (%) = % X 100 (Equacéo 2)
3

Onde:
C1= Concentracdo determinada na amostra fortificada;
C2= Concentragao determinada na amostra nao fortificada;

C3= Concentracdo usada para fortificagéo.
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A precisdo pode ser calculada através da formula do desvio padréo
relativo (RSD), como mostra a equacéo 3.

RSD(%) = Xi X 100 (Equacéo 3)
Onde:

s= estimativa de desvio padrao absoluto;
s= {3 (xi-xm)?/n-1}/2

xi= valores individuais;

X= média das medidas em replicatas;

N= nUmero de medidas.

A preciséo intermediaria foi avaliada realizando o procedimento analitico

em dias diferentes, através da injecao das fortificacdes nos niveis 5, 10, 20 e 50

ug kg™.

3.8.5LOD e LOQ do método

ApGs a avaliacdo dos dados de linearidade das curvas analiticas e dos
ensaios de fortificacdo, de cada um dos compostos em estudos, procedeu-se a
determinacao do limite de deteccao e do limite de quantificacdo do método e do
instrumento.

O LOQm foi definido como sendo a menor concentracdo que, ao ser
fortificada na matriz, apresenta recuperagdes entre 70 e 120%, com RSD%
menor ou igual a 20%. O LODm foi definido como o valor do LOQm obtido para
cada composto dividido por 3,33.

O LOQi foi definido como sendo o menor ponto da curva analitica
preparada na matriz “branco”, com razao sinal ruido (S/R) maior que 10. Ja o
LOD:i foi calculado a partir do LOQIi estabelecido dividido por 3,33.

3.9 APLICACAO DO METODO

O meétodo desenvolvido e validado foi aplicado para a determinacédo de

residuos dos agrotéxicos em seis amostras de poélen apicola adquiridas em lojas
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de produtos naturais da regido de Santa Maria-RS no periodo de maio e junho
de 2017. As quatro amostras de abelha analisadas foram coletadas por
produtores de mel das regides (Central, Noroeste e Sudoeste) e entregues no
Laboratério de Andlises de Residuos de Pesticidas (LARP) da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

41 CONDICOES DO SISTEMA LC-MS/MS EMPREGADO PARA
DETERMINACAO DE AGROTOXICOS EM ABELHAS E POLEN APICOLA

A Tabela 10 apresenta as condicdes empregadas no sistema
cromatografico LC-MS/MS para determinacao dos agrotoxicos avaliados neste

estudo.

Tabela 10 — Condi¢cbes empregadas no sistema cromatografico LC-MS/MS.

Parametros LC-MS/MS

Pursuit XRs Ultra C18 100 x 2.0 mm (d.i.) e 2.8 um de tamanho de
particula
Fase Movel (A) Solucgéo aquosa de formiato de amdnio 5 mmol L (B) Metanol

Coluna analitica

10% B de 0 a 1 min; alterando até 90% B em 8 min; 95% B em

Gradiente 9,3 min; 98% B em 13,5 min; retornando até10% B em 20 min.
Vazéao 0,15 mL min?

_V(_)Iur~ne de 10 L

injecao

Detector Espectrdmetro de massas, do tipo triplo quadrupolo, operando no

modo de aquisicdo SRM

4.2 CONDICOES DE ANALISE POR LC-MS/MS

A Tabela 11 apresenta os agrotoxicos que foram analisados por LC-
MS/MS, utilizando o modo de ioniza¢cdo ESI positivo e negativo e modo de
aguisicdo SRM. A tabela também mostra os tempos de retencdo (tr), ions
precursores, ions produto e energia de colisdo das transices monitoradas.

Neste estudo foram selecionadas duas transicdes caracteristicas para
cada composto, sendo a transicdo mais intensa utilizada para quantificagao dos
compostos e a segunda transicdo mais intensa para identificacdo, também dita
de confirmagdo dos mesmos. Para os compostos metidationa, pirimicarbe e
pirimetanil foi utilizada a mesma transicéo para quantificacéo e identificacédo por

nao apresentarem uma segunda transi¢do com intensidade adequada.
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Tabela 11 — Agrotoxicos com seus respectivos tempos de retencdo (tr), modo
de ionizacao (ESI), ions precursores, ions produto e energia de colisdo das
transicbes monitoradas por LC-MS/MS.

SRM transicdo m/z (CE, eV)

Compostos tr (Min)  ESI VC (V) Quantificacéo Identificacéo
Acefato 4,7 + 30 183,9>143,1 (8,5) 183,9>124,9 (18)
Acetamiprido 6,4 + 55 223>126,1 (20) 223>90,1 (24)
Aldicarbe 7,4 + 32 208>116 (5) 208>89 (15)
Atrazina d-5 8,7 + 55 221,1>179 (15) 221,1>79 (25)
Azoxistrobina 8,9 + 25 404>372 (14,5) 404>328,9 (30)
Boscalida 9,4 + 65 343>306,9 (17,5) 343>270,9 (30,5)
Bupirimate 10,4 + 45 317>166 (21,5) 317>271,9 (17,5)
Buprofezina 12,1 + 20 308>201 (9,5) 308>115,9 (14)
Carbaril 8,1 + 444 202>126,9 (26,5) 202>145 (8)
Carbendazim 7,1 + 45 192>160 (15) 192>131,9 (27)
Carbofurano 7,8 + 20 222>165 (7,5) 222>122,9 (16,5)
Clorfenvinfos 10,8 + 40 358,9>154,9 (9,5)  358,9>204,8 (10,5)
Clotianidina 6,2 + 50 250,1>169,2 (13) 250,1>131,9 (25)
Ciazofamida 10,1 + 50 325,1>108,1 (25) 325,1>261,3 (9,5)
Cimoxanil 6,9 + 50 199,1>128,1 (7,5)  199,1>111,2 (24,5)
Ciprodinil 11,0 + 105 226,1>108,4 (27) 226,1>93,1 (26)
Diazinona 10,9 + 60 305,1>169,1 (8,5) 305,1>276,6 (13)
Difenoconazol 11,3 + 546 406>250,9 (24) 406>336,9 (15,5)
Diflubenzurom 10,4 + 50 311,2>140,8 (28) 311,2>157,9 (14)
Dimetomorfe 9,5 + 85 388,1>301 (18) 388,1>165,2 (37,5)
Dimoxistrobina 10,5 + 45 327,1>205,2 (7) 327,1>115,9 (22)
Emamectina 11,3 + 80 886,6>157,9 (35) 886,6>302,3 (30)
Etiona 12,3 + 25 384,9>198,9 (7) 384,9>170,9 (13)
Etirimol 8,9 + 90 201,1>140,1 (19) 201,1>98 (22,5)
Fenamidona 9,3 + 57 312,1>236,2 (13) 312,1>91,8 (20,5)
Fenarimol 10,1 + 488 331>267,9 (22,5) 331>258,9 (24,5)
Fenazaquim 14,2 + 65 307,1>57,2 (23,5) 307,1>161,1 (16)
Fenbuconazol 10,2 + 50 337,1>70 (31,5) 337,1>125 (25)
Fenhexamide 10,0 + 95 302>97,2 (20,5) 302>55 (34,5)
Fenoxicarbe 10,4 + 20 302,1>87,9 (15) 302,1>115,9 (8)
Fempiroximato 13,1 + 25 422,2>366,1 (16,5) 422,2>214,9 (27)
Fentiona 10,9 + 43.6 279>246,9 (11,5) 279>169 (14,5)
Fipronil 10,2 - 50 435>329,7 (15,5) 435>249,6 (26,5)
Flonicamida 5,6 - 55 227,7>80,8 (10) 227,7>145,8 (20,5)
Flusilazol 10,3 + 85 316,1>247,3 (16,5) 316,1>165,2 (27,5)
Flutolanil 9,5 + 40 324,2>261,9 (16,5) 324,2>241,9 (23)
Flutriafol 8,5 + 60 302,1>95,1 (45) 302,1>70,2 (28)
Imazalil 10,6 + 70 297>158,9 (17,5) 297>200,9 (15,5)
Imidacloprido 6,1 + 40 256,1>209 (14) 256,1>175 (17)
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Indoxicarbe
Iprovalicarbe
Cresoxim-metil
Lufenurom
Malationa
Mercabam
Metalaxil
Metidationa
Metiocarbe
Metomil
Metoxifenozide
Miclobutanil
Oxadixil
Fosmete
Picoxistrobina
Pirimicarbe
Profenofos
Propamocarbe
Propiconazol
Piraclostrobina
Pirazofos
Piridabem
Pirimetanil
Piriproxifem
Quinalfos
Quinoxifem
Espinosad A
Espirodiclofem
Espiromesifem
Tau-Fluvalinato
Tebufenozide
Teflubenzurom
Tetraconazol
Tiacloprido
Tiametoxam
Tiodicarbe
Tiofanato-metil
Tolilfluanida
Triadimefom
Triazofos
Triclorfon
Trifloxistrobina
Triflumurom
Trifenilfosfato

111
9,9
10,6
11,9
9,6
10,1
8,7
9,0
9,5
5,6
9,6
9,7
7,2
9,1
10,2
8,5
11,9
5,2
10,9
10,8
11,2
13,7
9,7
12,5
10,7
12,9
12,1
13,1
12,6
13,6
10,3
12,4
9,9
6,8
5,7
8,0
7,7
10,6
9,7
9,8
6,5
11,2
10,9
10,7

+ + +

+ + + 4+ + 4+ +++++ A+

+ + + 4+ + + + + + + + 4+

45
20
25
40
45
20
35
35
45
34
55
70
50
60
35
34
50
50
60
34
70
36
80
65
34
75
90
60
88
38
35
40
61
65
25
25
23
32
46
64
65
52
62
65

528,1>218 (28)
321>203 (8)
314,4>222,3 (10)
509>325,6 (18,5)
331>284,9 (8)
330>226,9 (7)
280>248 (9)
303>114,9 (6,5)
226>121 (25)
163>88 (15)
369>149,2 (19,5)
289,1>69,9 (11,5)
279>131,9 (27,5)
317,9>133 (35)
368>145 (18)
239>182 (12,5)
375>304,7 (19,5)
189,1>102 (21,5)
342>158,9 (25,5)
388>194 (9)
374>222 (19)
365>309 (11,5)
200>106,9 (21)
322,196 (21)
299>242,9 (16)
308>196,9 (29)
732,5>98 (45)
411>313 (12,5)
371,1>273,1 (17)
503>181 (24)
353,2>297,4 (9,5)
380,1>339,8 (10,5)
372>158,9 (24)
252,9>125,8 (18)
292>210,9 (11)
355>87,9 (9)
343>150,9 (16,5)
364>136,9 (25)
294>197 (14,5)
314>118,9 (32)
258,9>220,8 (11)
409>186 (14)
359>156,1 (17,5)
327>152 (29)

528,1>203 (45)
321>118,9 (14)
314,4>267,2 (10)
509>338,8 (10)
331>126,9 (9)
330>198,9 (13)
280>220 (12)

226>169,1 (14)
163>106 (15)
369>313,2 (9,5)
289,1>124,9 (25)
279>219 (11,5)
317,9>160,1 (16,5)
368>205 (6,0)

375>346,7 (12)
189,1>144,1 (10)
342>69 (14)
388>163 (22)
374>194 (30)
365>147 (21)

322,1>227,1 (12,5)
299>270,9 (11,5)
308>271,9 (24,5)
732,5>142,2 (26)
411>71 (26,5)
371,1>255,1 (19)
503>208 (12)
353,2>133 (27,5)
380,1>360,1 (6)
372>70 (13,5)
252,9>185,9 (12,5)
292>181 (19,5)
355>107,9 (11,5)
343>310,9 (10)
364>237,8 (14)
294>224.9 (12)
314>162 (16)
258,9>108,8 (21,5)
409>206 (11)
359>139 (26,5)
327>214,9 (20,5)
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A Figura 5 apresenta um cromatograma obtido por LC-MS/MS a partir dos
ions selecionados dos compostos analisados ho modo de aquisicdo SRM para
a solucao analitica preparada no extrato da matriz pélen apicola, com os analitos

na concentracdo de 50 ug kg™.

Figura 5 — Cromatograma obtido por LC-MS/MS a partir de solucdes preparadas

no extrato da matriz de poélen apicola na concentracdo de 50 pg kgt
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4.3 DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA EXTRACAO DE
AGROTOXICOS EM ABELHAS E POLEN APICOLA

4.3.1 Pdlen apicola

A otimizacao do procedimento de extragcao foi realizada no sistema LC-
MS/MS. Baseando-se na literatura foram inicialmente realizados quatro testes
para otimizacao da extracdo de agrotoxicos em polen apicola, conforme a Tabela
8. Desse modo, a Figura 6 apresenta os resultados dos quatros testes para
avaliacdo da etapa de extracdo/particdo, com o0 niamero de compostos com
resultados adequados. A avaliacdo foi realizada através de ensaios de
recuperacdo no nivel 100 pg kg, utilizando curva de calibracédo preparada na

matriz “branco” a partir de cada uma das condicfes testadas.

Figura 6 — Numero de compostos que apresentaram recuperacdes entre 70 e
120% e RSD < 20%, obtidos para diferentes testes de extracao.
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Conforme estes resultados, o teste T1 apresentou a recuperacao de 60%
dos compostos. Enquanto o teste T269%, o teste T3 86% e o teste T4 58% dos
compostos, com resultados de recuperacdo e RSD na faixa aceitavel.

Ao comparar os testes de extragdo observou-se que o T3 apresentou o
melhor resultado, com o0 maior niumero de compostos extraidos. O metodo

QUEChERS citrato modificado, em relacdo aos demais meétodos, tem sido
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utilizado para uma ampla faixa de agrotéxicos de diferentes classes em diversas
matrizes apicolas (LOPEZ et al., 2016; CODLING et al., 2016).

O uso de acetonitrila como solvente é interessante visto que proporciona
a extracao de uma ampla faixa de compostos com diferentes polaridades, além
disso, uma menor quantidade de coextrativos lipofilicos provenientes da matriz,
tais como ceras, gorduras e pigmentos sao extraidos (PRESTES et al., 2009). A
adicao de agua proporciona uma melhor interacdo entre a amostra e o solvente
extrator. E neste caso, 0 uso da mistura de sais de particdo citrato de sodio
diidratado e hidrogenocitrato sesquihidratado foi responsavel pelo efeito
tamponante (pH 5,0 a 5,5) (PRESTES et al.,, 2011). Sendo assim, o T3 -
QUEChERS citrato modificado foi escolhido para os testes seguintes.

Como a matriz em estudo apresenta alto teor de proteinas, foi proposto a
utiizacdo da solugdo aquosa de &cido tricloroacético em diferentes
concentracdes, a fim de testar a precipitacdo das proteinas. Como observa-se
na Figura 7 os extratos dos testes Ts e Ts apresentaram uma coloracao intensa,
isso se deve ao uso de concentracdes elevadas do acido tricloroacético o que
ocasionou uma diminuicdo do pH do extrato resultando na extracdo de mais
coextrativos. Os extratos obtidos nos testes Ts e Te ndo foram considerados
limpos o suficiente para a inje¢cdo no LC-MS/MS, uma vez que estavam muito
pigmentados, e a presenca de coextrativos pode afetar a resposta do sistema

cromatografico.

Figura 7 — Extratos finais dos testes Ts, Ts € T7 prontos para serem analisados.

(A)T6 (B)TS (C)i 7
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Em comparacdo entre os testes Ts e Tr em termos de compostos
recuperados, o T7 apresentou a recuperagao de cinco compostos a mais, como

pode ser observado na Figura 8.

Figura 8 - Comparacéo dos resultados dos testes Tz e Tz em relacdo ao numero
de compostos recuperados para matriz polen apicola.
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Em decorréncia do uso do &cido tricloroacético visando a desnaturacao
das proteinas, ocorre a destruicdo da habilidade de ligacdo da proteina com o
analito, resultando na maior extracdo de compostos (MARTINS, 2015).

Varios solventes, sais e acidos podem ser utilizados com a finalidade de
precipitar as proteinas presentes nas amostras. Os precipitantes exercem efeitos
diferentes na proteina de modo a facilitar sua precipitacdo. Os precipitantes
acidos (&cido tricloroacético) formam sais insolUveis com grupamentos amino
das moléculas de proteina (MARTINS, 2015). Em estudo conduzido por
POLSON et al. (2003) diferentes técnicas para precipitar proteinas foram
avaliadas em amostras de plasma. O uso de &cido tricloroacético apresentou
como resultado 92% de remocgdo das proteinas. BOUSOVA et al. (2013)
utilizaram uma solucéo de acetonitrila com 2% (v/v) de acido tricloroacético para
a extracdo de antibioticos em amostras de frango, devido a este precipitar as
proteinas e facilitar a liberacdo dos analitos vinculados.

A etapa de limpeza é de grande importancia, pois visa a remocao de
interferentes no extrato da matriz obtido. Nessa etapa deve-se optar pelo
procedimento que, a0 mesmo tempo, remova as interferéncias do extrato, mas

nao interfira na recuperacéo dos compostos em analise. Para avaliagdo da etapa
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de limpeza, diferentes combinacdes de sorventes foram testadas conforme pode
se observar na Tabela 9. A Figura 9 apresenta os resultados dos testes
gravimétricos realizados para os diferentes procedimentos de limpeza dos

extratos.

Figura 9 — Residuos restantes apos diferentes tipos de limpezas, avaliados por
gravimetria.
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De acordo com a Figura 9, o teste E12 mostrou-se o mais adequado para
a limpeza do extrato, devido a menor quantidade de residuos apresentados. Os
testes Eio, E11, Es, E2, E1 e Es apresentaram extratos limpidos, possibilitando a
inje¢cdo dos mesmos no sistema LC-MS/MS. Os sorventes utilizados nos ensaios
Es, E4, Es, Eo € E7 ndo foram eficientes para a remoc¢ao dos coextrativos, uma
vez que os extratos finais ficaram turvos. O uso exclusivo de EMR, C18 ou Z-
sep+, nao foram eficientes para a remocédo dos coextrativos, uma vez que a
amostra em estudo apresenta diferentes constituintes. A literatura aponta 0 uso
desses sorventes para remocao de lipideos (BLANCO et al., 2016; MATARRITA
et al., 2016). A quitosana € indicada para remocao de interferentes polares
presentes na amostra. Porém ARIAS e colaboradores, (2014) relatam que a
quitosana € mais eficiente em pH 3, devido a presenca de ions H*, os grupos
amino encontrados na quitosana séo protonados e o processo de adsor¢ao entre
as interferéncias e a quitosana ocorre devido a atracao eletrostéatica. O florisil foi
utilizado nesta mesma quantidade por ORSO e colaboradores (2016) para
remocao de carboidratos dos extratos de amostra de mel, resultando em bons

resultados tanto em recuperacdo dos compostos quanto na limpeza do extrato.
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A autora menciona que ativou o florisil por aquecimento antes das andlises.
PINHO e colaboradores (2010) também analisaram residuos de agrotoxicos em
amostras de mel, utilizando florisii como sorvente de limpeza. Os autores
descrevem que 0s componentes organicos restantes no extrato de mel,
principalmente os agucares, interagiram com a superficie polar do florisil.

Em seguida, procederam-se 0s testes para avaliar as recuperacdes dos
agrotoxicos em estudo, utilizando as sete melhores etapas de limpeza (clean-
up). A Figura 10 apresenta os resultados dos testes de recuperagao para as sete
diferentes limpezas do extrato.

Figura 10 — Numero de compostos que apresentaram recuperacdes entre 70 e
120% e RSD < 20%, obtidos para os testes de limpeza.
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Observa-se que o teste E1 extraiu 75 compostos e Ei2 71 compostos, essa
diferenca é explicada pelo uso do carvao no teste E12. Mas comparando os testes
gravimétricos o teste Ei2 apresentou menor quantidade de coextrativos. O
sorvente PSA é conhecido por exibir atividade de retencéo de acucares, acidos
graxos e outros acidos organicos. Por outro lado, carvdo para compostos planos
tais como pigmentos naturais e esterdis, enquanto C18 para materiais lipofilicos,
tais como gorduras e lipidios (LEHOTAY et al., 2005). WALORCZYK e
colaboradores (2009) utilizaram a mistura dos sorventes C18, PSA e GCB na
etapa de limpeza do extrato de amostras de abelha. Os autores mencionam que
agrotoxicos como ciprodinil, fenazaquim e quinoxifem podem ser adsorvidos pelo

GCB e consequentemente apresentam baixas recuperagoes.
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Portanto, a validagdo do método proposto utilizou a mistura dos sorventes
PSA, C18, e GCB na etapa de limpeza do extrato, pois forneceu resultados
satisfatorios tanto em relacdo a efetiva extracdo dos compostos, quanto em

relacdo a quantidade de coextrativos restantes no extrato final.

4.3.2 Abelhas

Devido a dificuldade de obtencdo de abelhas para executar todos os
testes, optou-se por avaliar apenas os testes Tz e Tz, a fim de verificar a extracao
dos compostos em estudo. Conforme Figura 11, observamos que novamente 0
T7 mostrou-se mais eficiente, com a recuperagdo de 70 compostos. O T3 foi
capaz de extrair 65 compostos. A etapa de limpeza nao foi otimizada para

amostras de abelhas.

Figura 11 — Comparacédo dos testes de extracdo T3 e T7 em relacdo ao numero
de compostos recuperados para matriz abelha.
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4.3.3 Método de extragdo otimizado

A Figura 12 apresenta o fluxograma do método QUEChERS maodificado
utilizado para extracdo dos agrotoxicos nas amostras de abelha e polen apicola.
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Figura 12 — Representacao do método QUEChERS modificado proposto para a
extracdo de agrotoxicos em abelha e pdlen apicola.

N\

2 g Pdlen/ Abelha + 3 mLTCA 1% + 2 mLACN

0,8 g MgS04 + 0,2 g NaCl + 0,2 g Citrato de
sédio + 0,1 g CeHsNa207.1,5H20

1 mL 100 mg PSA+ 25 mg C18 + 5 mg GCB
+ 150 mg MgSO4

Filtracao e Diluigao 1:1 (v/v) Fase Movel

/

4.4 VALIDACAO DO METODO QUEChERS MODIFICADO

A validacdo do método QUEChERS modificado para analise de
agrotoxicos seguiu 0s seguintes parametros: seletividade, curva analitica e faixa
linear, efeito matriz, exatidao (recuperagao), precisao (repetibilidade), limite de
deteccdo e limite de quantificacdo. Posteriormente, o método foi aplicado em

amostras reais.

4.4.1 Seletividade

A avaliacdo da seletividade do método foi realizada através da
comparacao dos cromatogramas obtidos por injecdo do extrato de amostra
“‘branco” e extrato de amostra fortificada no sistema cromatografico. Esta
avaliacao tem por objetivo verificar a presenca de interferentes no mesmo tempo
de retencdo dos analitos em estudo. No caso das matrizes em estudo, néo foi
possivel encontrar amostras isentas de agrotoxicos, sendo necessario descontar
a area dos analitos presentes na amostra “branco”. A amostra branco de poélen
apicola utilizada para os testes e validacdo do método de extracdo apresentava
residuos dos compostos carbaril, diflubenzurom, iprovalicarbe, fenarimol e
triclorfom. No caso da matriz branco de abelha os compostos triazofos e

mercabam foram encontrados.
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Na figura 13, observam-se os cromatogramas obtidos por LC-MS/MS, da
amostra “branco” de pdlen apicola, branco reagente e solucdo analitica no
extrato da matriz na concentracéo de 50 ug kg™.

Figura 13 — Cromatograma do ion total obtido por LC-MS/MS para (A) amostra
branco de polen apicola, (B) branco reagente e (C) solucdo analitica no extrato
da matriz, contendo os agrotdxicos em estudo na concentragdo de 50 pg kg™.
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4.4.2 Curva analitica e faixa linear

A faixa de trabalho de cada agrotoxico estudado foi determinada através
das injecdes em triplicata das solu¢des analiticas preparas em acetonitrila e nos
extratos das matrizes abelha e polen apicola, nas concentracdes 2,5; 5; 10; 25;
50; 75 e 100 pg L.

A Tabela 12 apresenta os coeficientes de determinagdo (r?), para as
curvas analiticas em solvente e na matriz de abelha e pélen apicola, bem como
a faixa linear para cada agrotoxico.

minutes
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Tabela 12 — Curvas analiticas no solvente e na matriz e coeficientes de

determinacao e valores de faixa linear.

Pdlen apicola Abelha

Faix Curvas Faix Curvas
Compostos |i2eaa: Solvente Matriz ”ﬁeaar Solvente Matriz

(Mg L) r2 r2 (Mg L) r2 r2
Acefato 2,5-100 0,9964 0,9993 5-100 0,9945 0,9990
Acetamiprido 2,5-100 0,9986 0,9986 5-100 0,9937 0,9972
Aldicarbe 25-75 0,9979 0,9991 5-100 0,9996 0,9999
Azoxistrobina 2,5-100 0,9983 0,9997 5-100 0,9989 0,9997
Boscalida 25-100 0,9941 0,9986 5-100 0,9934 0,9959
Bupirimate 25-100 0,9971 0,9997 5-100 0,9993 0,9962
Buprofezina 2,5-100 0,9953 0,9994 5-100 0,9982 0,9973
Carbaril 25-75 0,9985 0,9972 5-100 0,9989 0,9976
Carbendazim 2,5-75 0,9991 0,9971 5-100 0,9994 0,9961
Carbofurano 25-75 0,9994 0,9953 5-100 0,9995 0,9958
Ciazofamida 2,5-100 0,9903 0,9923
Cimoxanil 25-75 0,9990 0,9980 5-100 0,9999 0,9992
Ciprodinil 2,5-100 0,9970 0,9941
Clorfenvinfos 2,5-100 0,9900 0,9989 5-100 0,9941 0,9990
Clotianidina 5-100 0,9911 0,9967
Cresoxim-metil 2,5-100 0,9929 0,9982
Diazinona 2,5-100 0,9943 0,9967 5-100 0,9998 0,9938
Difenoconazol 2,5-100 0,9986 0,9995 5-100 0,9992 0,9991
Diflubenzurom 2,5-100 0,9974 0,9989
Dimetomorfe  2,5-100 0,9995 0,9989 5-100 0,9999 0,9983
Dimoxistrobina 2,5-100 0,9979 0,9991 5-100 0,9981 0,9957
Emamectina 25-100 10,9947 0,9998
Espinosad A 25-75 0,9940 0,9905
Espirodiclofem 2,5-100 0,9939 0,9973 5-100 0,9999 0,9988
Espiromesifem 2,5-100 0,9994 0,9963 5-100 0,9978 0,9958
Etiona 25-100 0,9977 0,9988 5-100 0,9994 0,9998
Etirimol 2,5-100 0,9985 0,9993 5-100 0,9949 0,9970
Fempiroximato 2,5-100 0,9993 0,9983 5-100 0,9997 0,9952
Fenamidona 2,5-100 0,9973 0,9992 5-100 0,9985 0,9986
Fenarimol 25-100 0,9962 0,9963
Fenazaquim 2,5-100 0,9983 0,9941
Fenbuconazol 2,5-100 0,9920 0,9991
Fenhexamide 2,5-100 0,9948 0,9953
Fenoxicarbe 25-100 0,9961 0,9994
Fentiona 2,5-100 0,9937 0,9985 5-100 0,9935 0,9996
Fipronil 25-100 0,9992 0,9997
Flonicamida 2,5-100 0,9993 0,9998
Flusilazol 25-100 0,9956 0,9990 5-100 0,9977 0,9930
Flutolanil 2,5-100 0,9979 0,9997 5-100 0,9973 0,9978
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Flutriafol
Fosmete
Imazalil
Imidacloprido
Indoxicarbe
Iprovalicarbe
Lufenurom
Malationa
Mercabam
Metalaxil
Metidationa
Metiocarbe
Metomil
Metoxifenozide
Miclobutanil
Oxadixil
Picoxistrobina
Piraclostrobina
Pirazofos
Piridabem
Pirimetanil
Pirimicarbe
Piriproxifem
Profenofos
Propamocarbe
Propiconazol
Quinalfos
Quinoxifem
Tau-
Fluvalinato
Tebufenozide
Teflubenzurom
Tetraconazol
Tiacloprido
Tiametoxam
Tiodicarbe
Tiofanato-metil
Tolilfluanida
Triadimefom
Triazofos
Triclorfon
Trifloxistrobina
Triflumurom

2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-75

2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-100

2,5-100

2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-75
2,5-100
2,5-75
2,5-75
2,5-100
2,5-100
2,5-100
2,5-75
2,5-100
2,5-100

0,9959
0,9963
0,9981
0,9957
0,9968
0,9993
0,9968
0,9993
0,9973
0,9982
0,9953
0,9973
0,9981
0,9992
0,9981
0,9988
0,9984
0,9994
0,9983
0,9931
0,9965
0,9971
0,9995
0,9966
0,9990
0,9925
0,9975
0,9996

0,9970

0,9971
0,9975
0,9947
0,9974
0,9993
0,9961
0,9983
0,9981
0,9930
0,9975
0,9989
0,9973
0,9982

0,9991 5-100
0,9960 5 - 100
0,9990

0,9989 5 -100
0,9996 5-100
0,9992 5-100
0,9996

0,9996 5 - 100
0,9994 5 -100
0,9995 5-100
0,9996 5-100
0,9993 5-100
0,9996

0,9988

0,9983 5-100
0,9981 5-100
0,9993 5-100
0,9991 5-100
0,9991 5-100
0,9954 5-100
0,9965 5-100
0,9995 5-100
0,9988

0,9998 5 - 100
0,9996

0,9984 5 - 100
0,9997 5-100
0,9986

0,9931

0,9991 5-100
0,9991
0,9991 5-100
0,9969 5 - 100
0,9997 5-100
0,9955
0,9982 5-100
0,9992
0,9983 5-100
0,9996 5 - 100
0,9982
0,9985 5-100
0,9935 5-100

0,9989
0,9963

0,9958
0,9976
0,9934

0,9972
0,9964
0,9950
0,9968
0,9941

0,9976
0,9997
0,9997
0,9998
0,9974
0,9925
0,9923
0,9949

0,9995

0,9952
0,9982

0,9999
0,9988
0,9984
0,9999
0,9998

0,9987
0,9954

0,9993
0,9990

0,9996
0,9957

0,9913
0,9981
0,9994

0,9981
0,9987
0,9990
0,9905
0,9938

0,9990
0,9901
0,9993
0,9971
0,9991
0,9985
0,9916
0,9958

0,9975

0,9902
0,9976

0,9996
0,9972
0,9999
0,9981
0,9959

0,9948
0,9958

0,9993
0,9957
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A partir dos resultados obtidos, conclui-se que os modelos séo lineares e
adequados, visto que todos os agrotoxicos apresentam coeficiente de
determinacao (r?) maior ou igual que 0,99. Desta forma, este parametro esta de
acordo com as orientacées da ANVISA e do INMETRO.

4.4.3 Efeito matriz

O efeito da matriz pode gerar supressdo ou aumento do sinal analitico.
Isto é causado pela interacdo entre os analitos e coextrativos da matriz na
amostra preparada, que pode suprimir ou aumentar a ionizacdo do analito na
fonte de ionizagao, resultando em um menor ou maior sinal medido o que afeta
a exatidao do resultado quantitativo (ZHANG et al., 2011).

4.4.3.1 Pdlen Apicola

Na Tabela 13 estéo listados os resultados obtidos para o efeito matriz,
avaliado para os agrotoxicos determinados por LC-MS/MS.

Tabela 13 — Efeito matriz dos agrotéxicos estudados na matriz polen apicola
determinados por LC-MS/MS.

Compostos ME(%) Compostos ME(%) Compostos ME (%)
Acefato -48,9 Fempiroximato -63,3 Oxadixil -51,7
Acetamiprido -75,2 Fenamidona  -51,7 Picoxistrobina -31,1
Aldicarbe -49,7 Fenarimol -37,3 Piraclostrobina  -29,6
Azoxistrobina -34,7 Fenazaquim -49,0 Pirazofos -28,2
Boscalida -66,6 Fenbuconazol -32,1 Piridabem -58,1
Bupirimate -35,1 Fenhexamide -38,6 Pirimetanil -46,6
Buprofezina -11,0 Fenoxicarbe  -25,6 Pirimicarbe -33,2
Carbaril -60,6 Fentiona -41,2  Piriproxifem -26,3
Carbendazim -62,2  Fipronil 12,4  Profenofos -14,9
Carbofurano -47,1  Flonicamida -9,8 Propamocarbe  -25,7
Ciazofamida -30,6 Flusilazol -35,5 Propiconazol -32,5
Cimoxanil -77,1  Flutolanil -43,6  Quinalfos -37,2
Ciprodinil -54,9  Flutriafol -48,1  Quinoxifem -51,7
Clorfenvinfos -25,7 Fosmete -88,0 Tau-Fluvalinato -83,9
Clotianidina -80,5 Imazalil -30,2 Tebufenozide -27,4
Cresoxim-metil  -32,4 Imidacloprido -85,0 Teflubenzurom 35,9
Diazinona -50,8 Indoxicarbe -21,3 Tetraconazol -35,9
Difenoconazol -25,8 Iprovalicarbe  -17,3 Tiacloprido -81,0
Diflubenzurom -35,2  Lufenurom 92,3 Tiametoxam -70,0
Dimetomorfe -59,2  Malationa -33,5 Tiodicarbe -39,3

Dimoxistrobina -27,2 Mercabam -33,3 Tiofanato-metil -56,1
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Emamectina
Espinosad A
Espirodiclofem
Espiromesifem
Etiona
Etirimol

17,7

-40,8
-61,5
-17,6
-30,4
-39,9

Metalaxil
Metidationa
Metiocarbe
Metomil

-23,8
-42,1
-45,2
-49,7

Metoxifenozide -42,7

Miclobutanil

-38,4

Tolilfluanida
Triadimefom
Triazofos
Triclorfon

Trifloxistrobina

Triflumurom

46,5
-39,0
-33,1
76,7
-40,0
45,4

Os resultados mostraram que todos os analitos estudados neste trabalho

sofrem efeito matriz na determinacdo cromatogréfica. A maioria dos compostos

apresentaram supressao da resposta, com valores de efeito matriz entre -8,5 e -

90%. Os agrotoxicos emamectina,

fipronil,

lufenurom e teflubenzurom

apresentaram efeito matriz positivo caracterizado pelo aumento da resposta do

sinal analitico. A fim de minimizar o efeito matriz as solu¢des analiticas foram

preparadas na matriz “branco” de pélen apicola.

4.4.3.2 Abelhas

Na Tabela 14 estéo listados os resultados obtidos para o efeito matriz,

avaliado para os agrotoxicos determinados por LC-MS/MS.

Tabela 14 - Efeito matriz dos agrotdoxicos estudados na matriz abelha
determinados por LC-MS/MS.

Compostos ME(%) Compostos  ME(%) Compostos  ME(%)
Acefato -58,7  Etirimol -70,4 Piraclostrobina -61,7
Acetamiprido  -78,9 Fempiroximato -71,2 Pirazofos -62,9
Aldicarbe -56,3 Fenamidona -78,3 Piridabem -78,3
Azoxistrobina -63,2 Fentiona -65,8 Pirimetanil -76,8
Boscalida -85,5 Flusilazol -68,4 Pirimicarbe -64,8
Bupirimate -62,7  Flutolanil -73,4  Profenofos -64,2
Buprofezina -63,9  Flutriafol -72,2 Propiconazol -61,9
Carbaril -76,3 Fosmete -83,6  Quinalfos -70,6
Carbendazim -75,3 Imidacloprido -90,0 Tebufenozide -65,9
Carbofurano -71,5 Indoxicarbe -55,1 Tetraconazol -80,6
Cimoxanil -80,7 lIprovalicarbe -62,5 Tiacloprido -78,3
Clorfenvinfos -54,8 Malationa -65,3 Tiametoxam -91,3
Diazinona -71,9 Mercabam -66,4 Tiofanato-metil -86,0
Difenoconazol -60,7 Metalaxil -58,0 Triadimefom  -69,3
Dimetomorfe  -81,7 Metidationa -72,4 Triazofos -72,3
Dimoxistrobina -61,3 Metiocarbe -77,6  Trifloxistrobina -62,1
Espirodiclofem -74,7  Miclobutanil -69,1  Triflumurom -75,0
Espiromesifem -58,5 Oxadixil -58,3

Etiona -73,8 Picoxistrobina -62,1
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Para todos os compostos analisados foi observado uma supressao do
sinal analitico. O efeito matriz ficou entre -56,3 e -91,3%. Dessa forma, as
solugdes analiticas foram preparadas no extrato “branco” da matriz abelha.

De acordo com PINHO e colaboradores (2010), o efeito da matriz sobre
0os analitos apresenta relagcdo proporcional crescente ao aumento da
complexidade da matriz em estudo. Estes resultados encontrados estdo de
acordo com a literatura, devido a complexidade das amostras em estudo. PARK
e colaboradores (2017) relatam a dificuldade de analisar nitrofuranos em
amostras de polen apicola devido ao efeito matriz, consequéncia da composi¢ao
quimica (proteinas, aminoacidos, vitaminas, carboidratos, entre outros

constituintes) da matriz em estudo.

4.4.4 Exatiddo (Ensaio de Recuperacao) e Precisdo (Repetitividade)

Os parametros de exatiddo e recuperacao dos analitos foram avaliados
através da injecdo de quatro niveis de concentracdo em sete repeticbes. A
Tabela 15 apresenta os resultados das recuperagbes (n=7) percentuais e 0
RSD% para os 81 agrotdxicos que foram fortificados em pélen apicola, nos niveis
de 5, 10, 20 e 50 pug kg, extraidos pelo método QUEChERS modificado.

Para a matriz abelha os resultados também estdo apresentados na Tabela 15,
mas devido a baixa detectabilidade do equipamento apenas 55 agrotdxicos
foram avaliados nos niveis de 10, 20, 50 e 100 pg kg™.

Os valores de recuperacao foram calculados utilizando-se as curvas
analiticas preparadas no extrato “branco” da matriz. Neste trabalho seguiu-se a
recomendacdao de validacdo de métodos cromatogréficos, no qual os valores de
recuperacdo devem estar entre 70 e 120%, com RSD < 20% (SANTE, 2015)
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Tabela 15 — Percentuais de recuperacdo e RSD dos agrotoxicos empregando o método QUEChERS modificado, para matriz polen
apicola e abelha.

Pblen Apicola Abelhas

Niveis de Fortificacdo (ug kg™)

Niveis de Fortificacdo (ug kg™?)

Compostos
5 10 20 50 10 20 50 100
Recuperacédo (RSD%) Recuperacédo (RSD%)
Acefato 45,4 (8,1) 54,6 (8,4) 69,3(5,8) 62,1(4,2) 49,0(9,00 34,5(14,3) 69,2(16,7) 51,6 (14,8)
Acetamiprido 118,3 (15,5) 99,3 (11,8) 98,9 (15,2) 93,7(10,1) 77,0(7,2) 76,5(11,9 85,7(12,7) 74,1(18,0)
Aldicarbe 98,1 (12,4) 103,9(9,0) 100,6 (6,8) 87,1(2,2) 82,5(11,5) 72,2(8,0) 75,3(10,7)
Azoxistrobina 116,7 (11,4) 112,5(5,8) 108,1(6,2) 101,4(2,1) 87,8(53) 71,0(7,7) 107,6(6,5 75,9 (18,5
Boscalida 95,7 (13,5) 90,2(8,8) 85,0(10,6) 88,8(9,3) 83,2(14,6) 71,2(17)5)
Bupirimate 111,121 (17,4) 99,5(10,9) 101,1(8,7) 101,1(6,4) 83,6(14,9 746(17,00 98,4(9,00 70,6 (6,2)
Buprofezina 119,8 (6,7) 109,6 (7,1) 90,8 (4,1) 73,8 (10,5) 95,8(9,5) 74,3(8,4)
Carbaril 117,6 (4,3) 108,1(7,6) 97,1(2,7) 105,8 (19,4) 76,9 (7,3)
Carbendazim 116,4 (12,8) 114,5(14,5) 94,3 (7,1) 76,7 (7,3) 93,2 (10,7) 96,4 (7,3) 76,3 (4,7)
Carbofurano 107,0 (8,1) 107,8(9,7) 102,5(6,6) 74,1 (19,0) 78,8(18,4) 76,2 (9,6)
Ciazofamida 101,4 (19,1) 112,0(12,0) 91,4 (15,2)
Cimoxanil 110,21 (9,3) 107,6 (5,1) 110,5(4,8) 103,9(2,9) 71,0(8,8) 72,3(5,3)
Ciprodinil 81,5(15,1) 76,7 (18,4) 739(4,1) 70,1(7,1)
Clorfenvinfos 94,3 (14,7) 97,7 (16,9) 94,3 (4,9) 70,6 (10,5) 119,4(18,1) 70,7 (7,1)
Clotianidina 91,6 (9,3) 87,7 (15,5) 75,9 (17,4)
Cresoxim-metil 91,5(14,2) 113,0(15,8) 98,0 (5,2)
Diazinona 117,4 (15,2) 104,5(7,2) 85,2 (11,5) 77,8 (13,5 95,8(18,2) 72,1(20,0)
Difenoconazol 111,4 (12,7) 96,3 (7,6) 107,4 (13,9) 96,5 (4,7) 76,9 (12,4) 91,4 (10,5 74,4 (13,9)
Diflubenzurom 55,9 (11,4) 49,5(9,8) 65,8 (13,7)
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Dimetomorfe
Dimoxistrobina
Emamectina
Espinosad A
Espirodiclofem
Espiromesifem
Etiona
Etirimol
Fempiroximato
Fenamidona
Fenarimol
Fenazaquim
Fenbuconazol
Fenhexamide
Fenoxicarbe
Fentiona
Fipronil
Flonicamida
Flusilazol
Flutolanil
Flutriafol
Fosmete
Imazalil
Imidacloprido
Indoxicarbe
Iprovalicarbe

105,4 (18,0)

117,5 (14,6)

92,7 (13,1)

111,0 (11,1)

66,8 (9,7)

105,0 (15,6)

78,5 (13,8)
70,5 (14,6)
98,0 (14,5)
89,0 (13,8)

108,0 (15,4)

96,0 (16,7)

107,8 (16,7)

109,4 (11,0)

108,5 (8,0)
63,1 (11,9)
118,7 (9,0)
84,1 (18,4)

109,9 (16,4)

112,6 (9,1)
66,2 (12,6)
91,4 (14,7)
95,1 (11,4)
45,7 (8,3)
45,7 (9,6)

100,4 (18,90
113,1 (13,5)
103,5 (16,3)

87,5 (12,3)
103,5 (6,8)
91,4 (6,4)

104,5 (11,3)

101,0 (7,6)
116,5 (6,3)
79,3 (10,6)

102,1 (12,6)

112,1 (7,4)

101,1 (8,7)
109,6 (6,0)
51,2 (16,2)

113,2 (18,8)

84,1 (10,5)
94,7 (15,9)

104,6 (10,9)

59,3 (9,0)
78,0 (12,7)
117,9 (7,3)
33,2 (7,5)
51,3 (14,5)

119,1 (18,0)
114,1 (19,6)
103,2 (16,1)

82,3 (9,2)
111,4 (8,2)
98,0 (8,7)
98,0 (5,3)
100,8 (6,3)
118,0 (9,6)

108,0 (15,1)
109,8 (11,7)
102,2 (10,3)

116,0 (9,8)
105,0 (5,4)

94,4 (7,5)
100,3 (3,3)
447 (4,6)

102,5 (10,9)

77,0 (10,5)
88,2 (6,3)
95,3 (5,1)
61,4 (7,0)
72,2 (14,0)
101,0 (7,4)
55,6 (4,7)
61,2 (10,6)
95,3 (8,6)
95,2 (7,6)
90,0 (6,7)
88,6 (13,0)
106,5 (2,9)
90,3 (3,6)
96,6 (3,3)
99,0 (8,4)
96,4 (5,3)

113,7 (14,6)

86,8 (11,4)
99,0 (11,9)
108,0 (2,3)
112,5 (7,3)

74,0 (6,4)

114,0 (10,5)

117,5 (13,5)

73,3 (16,4)

50,8 (15,6)

77,6 (18,4)
90,5 (20,0)

87,2 (15,0)

75,1 (6,7)
86,3 (17,3)

100,7 (17,5)

95,9 (11,8)
34,0 (11,6)

71,5 (11,8)

113,9 (13,9)

71,4 (14,3)
73,1 (13,1)
96,2 (17,2)
95,4 (16,7)

76,8 (7,9)
79,8 (17,3)

90,8 (5,2)
117,7 (8,7)

104,2 (9,5)
98,2 (7,4)

99,7 (10,2)
63,6 (14,1)
96,9 (11,7)
110,7 (8,8)

117,3 (10,0)

104,5 (9,3)
102,5 (8,5)
81,7 (10,2)
97,9 (12,0)

85,7 (14,0)
104,0 (9,1)
73,7 (13,0)

74,2 (11,2)
92,4 (13,4)

76,8 (17,8)
77,3 (7,1)

73,2 (12,0)
55,6 (14,7)
84,4 (12,9)
76,2 (18,6)

88,1 (14,8)

78,4 (11,8)
91,4 (9,7)
72,1 (4,0)
82,4 (15,9)

87,7 (8,0)
75,4 (16,0)
86,9 (10,2)
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Lufenurom
Malationa
Mercabam
Metalaxil
Metidationa
Metiocarbe
Metomil
Metoxifenozide
Miclobutanil
Oxadixil
Picoxistrobina
Piraclostrobina
Pirazofos
Piridabem
Pirimetanil
Pirimicarbe
Piriproxifem
Profenofos
Propamocarbe
Propiconazol
Quinalfos
Quinoxifem
Tau-Fluvalinato
Tebufenozide
Teflubenzurom
Tetraconazol

120,0 (15,4)
108,4 (16,2)

95,9 (9,8)
112,5 (18,5)
74,9 (9,2)
85,6 (12,0)

106,9 (13,4)
99,7 (13,8)
96,0 (17,1)

98,1 (12,7)

100,8 (19,3)
49,7 (7,5)
116,6 (14,8)
97,0 (15,3)
51,4 (15,0)
77,9 (9,7)
92,5 (16,7)

115,4 (13,8)
109,3 (6,6)

100,0 (8,2)
103,0 (8,4)
75,1 (6,9)
97,1 (17,3)
118,5 (2,0)
110,7 (9,1)
114,9 (16,7)
114,3 (11,0)
85,8 (7,8)
106,1 (6,0)
112,5 (7,8)
73,2 (16,2)
112,4 (10,7)
99,5 (7,9)
95,8 (13,1)
30,9 (5,0)
112,4 (16,8)
90,2 (10,1)
62,7 (17,2)
89,9 (10,4)
102,9 (11,7)
106,3 (14,5)

103,9 (15,8)
109,2 (10,5)
112,0 (5,7)
110,9 (8,6)
102,0 (6,3)
77,0 (10,0)
97,8 (10,6)
116,1 (4,7)
117,2 (4,9)
107,2 (3,5)
109,3 (5,4)
88,4 (6,8)
106,8 (8,2)
91,4 (11,2)
83,1 (6,9)
110,7 (9,7)
80,7 (9,0)
89,1 (5,6)
23,5 (4,9)
110,9 (14,0)
93,6 (14,2)
54,8 (21,6)
71,6 (10,8)
107,7 (8,0)
102,7 (11,8)
97,0 (8,6)

93,3 (5,9)
100,2 (5,4)
119,2 (4,8)
106,2 (2,5)
91,6 (4,1)
88,3 (6,9)
94,3 (6,2)
106,9 (2,8)
105,1 (5,3)
97,0 (8,3)
104,3 (4,0)
82,3 (6,8)
108,0 (3,9)
81,6 (9,5)
77,8 (4,7)
101,0 (4,1)
92,9 (4,1)
85,8 (4,0)
37,4 (5,6)
89,5 (7,5)
88,3 (10,1)
57,4 (8,1)
82,3 (4,1)
101,1 (4,5)
89,9 (7,8)
105,1 (13,2)

107,8 (6,9)
88,2 (13,0)

107,7 (18,4)

97,9 (16,9)
75,2 (17,5)
88,3 (10,9)

111,3 (17,8)
75,8 (14,8)
99,0 (19,9)

90,6 (14,8)

107,4 (10,5)

72,2 (12,4)
80,1 (9,6)
78,3 (8,2)
88,8 (13,1)
80,6 (15,8)

86,9 (7,7)

87,7 (17,0)
82,0 (16,7)
86,0 (20,0)
73,9 (19,2)
85,2 (4,7)

90,2 (13,7)
80,1 (11,2)

72,7 (17,0)
71,9 (14,6)
74,9 (10,4)
78,9 (19,2)

86,1 (19,7)

103,0 (17,5)
117,0 (4,8)
103,7 (4,3)
108,1 (12,6)
98,8 (20,0)

72,1 (4,8)
101,3 (17,4)
89,2 (13,2)
83,5 (7,7)
101,8 (6,8)
96,5 (11,3)
81,8 (16,4)
99,3 (15,5)

95,0 (15,1)
100,5 (15,2)
108,2 (7,1)
109,8 (6,2)

103 (17,2)

87,4 (18,2)
82,5 (12,1)
86,2 (12,9)
81,7 (9,3)

70,9 (13,0)

87,9 (10,8)
93,5 (14,9)
74.6 (18,7)
76,0 (16,9)
76,7 (19,5)
77,2 (12,3)
78,3 (15,6)
81,6 (10,5)

74,5 (11,7)
86,3 (10,8)
76,5 (12,7)
77,0 (18,6)

74,5 (18,1)
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Tiacloprido

Tiametoxam

Tiodicarbe

Tiofanato-metil
Tolilfluanida
Triadimefom

Triazofos
Triclorfon

Trifloxistrobina
Triflumurom

96,7 (17,6)

79,7(18,5)

107,8 (10,5)

96,9 (12,0)
109,6 (3,5)
44,3 (15,9)

92,5 (11,1)

118,6 (7,2)
77,6 (18,2)

86,3 (15,6)
95,9 (11,9)
92,6 (12,5)
117,7 (8,0)
30,8 (12,4)

116,2 (13,6)

112,6 (6,1)
72,8 (11,0)
120 (6,0)

78,5 (17,3)

101,5 (6,6)
87,5 (7,5)
79,0 (8,8)
117,8 (3,5)
35,7 (13,7)
117,3 (5,6)
113,7 (5,1)
89,6 (4,3)
1148 (4,3)
71,9 (9,7)

117,6 (9,9)

113,3 (7,2)
85,9 (12,8)

110,3 (13,4)

95,6 (16,6)
73,8 (9,0)

76,6 (20,0)

107,1 (14,7)

94,8 (12,5)

108,4 (10,4)

81,8 (13,0)

82,0 (13,2)
85,3 (5,6)

85,8 (15,3)

104,4 (12,7)

75,1 (13,7)
87,8 (17,3)

78,4 (16,4)

73,7 (15,8)
73,2 (19,3)

75,1 (12,2)
90,6 (17,5)
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A avaliacdo dos dados de exatiddo para o pdlen apicola, em relacdo a
repetibilidade do método demonstra adequados resultados para a maioria dos
compostos, com excecao de 35 compostos para o nivel 5 ug kgt e 7 no nivel 10
ug kg, os quais apresentaram recuperacdes inferiores a 70%. Os compostos
acefato, diflubenzurom, emamectina, etirimol, fenazaquim, fenarimol,
toliffluanida, propamocarbe e quinoxifem apresentaram valores de recuperagao
inferiores a 70% em todos os niveis avaliados. Os resultados de desvio padrao,
em termos de repetibilidade foram adequados, com excecao de quinoxifem no
nivel 20 ug kg que apresentou RSD > 20%.

Os compostos emamectina, tolilfluanida e quinoxifem n&o apresentaram
resultados satisfatorios, apresentando recuperacfes entre 30,2 e 66,9%. De
acordo com a literatura para analisar estes compostos € necessario modificar o
preparo de amostra. RUBIES e colaboradores (2015) desenvolveram um método
simples para determinar avermectinas em carne, incluindo a emamectina, com
base no método QUEChERS modificado. A extracdo neste estudo foi realizada
com acetonitrila 0,5% amonia. INOUE e colaboradores (2009) também relataram
resultados satisfatorios para a extracdo de avermectinas em condicdes basicas.
Ja no caso da tolilfluanida e quinoxifem foi relatado o uso do solvente acetato de
etila para extracdo destes compostos. (VALLES et al. 2012; COSCOLLA et al.
2011).

Para determinacdo de acefato, a literatura reporta métodos para analise
deste composto individualmente (GONZALO et al., 1991; CHUANJIANG et al.,
2010; KUMAR et al.,, 2015). Além do mais, este composto pode ter se
transformado no seu produto de degradacdo metamidofés (KONG et al., 2012).
Os agrotéxicos diflubenzurom e propamocarbe também podem apresentar
problemas de estabilidade. O composto propamocarbe apresentou
recuperacdes inferiores a 55% em todos o0s niveis avaliados. Este
comportamento pode ser explicado devido a tendéncia deste composto a
fotodegradacdo (BURROWS et al.,, 2002). O diflubenzuron também é
rapidamente degradado principalmente por hidrédlise e fotodegradacéo.
(RODRIGUEZ et al., 1999).

Os compostos etirimol, fenazaquim e fenarimol apresentaram uma baixa
recuperacdo, mas demonstraram bons valores de RSD. Resultados similares

foram reportados por DIAS e colaboradores (2016) na determinacédo destes
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compostos utilizando QUEChERS citrato em amostras de 6leos comestiveis. O
autor salienta que uma maneira de melhorar as recuperagdes desses compostos
seria a utilizac&o da calibracéo por curva extraida, para compensar as perdas da
etapa de extracao.

A avaliagcao dos dados para a abelha em termos de exatiddo, em relacdo
a repetibilidade do método demonstra adequados resultados para a maioria dos
compostos, com excecdo de 33 compostos para o nivel 10 ug kg, 7 no nivel 20
ug kgt e 2 nos niveis 50 e 100 ug kg* os quais apresentaram recuperagées
inferiores a 70%. Os resultados de desvio padrdo, em termos de repetibilidade
foram adequados, com RSD menor que 20%. Os compostos acefato e etirimol

foram os Unicos que nao foram recuperados em nenhum nivel de fortificacao.

4.4.5 Precisdo Intermediaria

A precisdo intermediaria (RSDpi) para os agrotoxicos estudados foi
realizada empregando-se dias diferentes daqueles dos estudos de
repetitividade. Na tabela 16 podem ser visualizados os valores de recuperacéo
e a precisao intermediaria avaliada, nas concentragdes 5, 10, 20 e 50 ug kg*
para a matriz pélen apicola e nas concentracdes de 10, 20 e 50 ug kg para a
abelha.

Na avaliacdo da precisao intermediaria os valores de recuperacéo para a
maioria dos compostos variaram na faixa de 71,1 e 119,9% com RSDpi menores
gue 20%, o que demonstra ter boa preciséo.

Na matriz pdlen apicola os compostos acefato, diflubenzurom,
emamectina, etirimol, fenarimol, fenazaquim, propamocarbe, quinoxifem e
tolilfluanida continuaram a apresentar valores de recuperacdo inferiores ao
recomendado (entre 70 e 120%). Os valores de RSD ficaram acima de 20% para:

quinoxifem no nivel 5 ug kg; diflubenzurom e quinoxifem no nivel 50 ug kg.
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Tabela 16 — Percentuais de recuperacédo e RSD para a precisao intermediaria do método QUEChERS modificado, para matriz polen

apicola e abelha.

Polen Apicola Abelhas
Compostos Niveis de Fortificacédo (ug kg™?) Niveis de Fortificacdo (ug kg)
5 10 20 50 10 20 50
Recuperacéo (RSD%) Recuperagéo (RSD%)
Acefato 38,2(17,7) 52,1(11,1) 695@4,1) 62358 38,3(57) 53,9 (12,4) 47,5 (8,4)
Acetamiprido  117,1(17,9) 118,3 (16,2) 105,8(7,0) 78,8 (17,7) 88,9(14,3) 77,7 (12,3) 82,2 (12,0)
Aldicarbe 105,7 (11,6) 100,3(2,0) 116,5(7,3) 87,5(15,3) 80,9 (7,1) 109,5 (6,5)
Azoxistrobina 118,7 (6,3) 119,5(3,9) 116,8(11,1) 102,3(7,1) 117,2(18,9) 112,9(13,4) 107,4(10,4)
Boscalida 100,1 (10,9) 102,9 (13,0) 81,8 (19,2) 81,3 (11,1) 76,1 (19,9)
Bupirimate 101,1 (18,4) 102,2 (15,5) 106,5(12,7) 94,2(6,7) 75,4(16,8) 83,2(17,7) 70,2 (19,0
Buprofezina 101,3(5,9) 109,1(2,9 94,1(4,3) 85,2 (9,3) 89,0 (7,1)
Carbaril 118,6 (8,1) 113,5(5,9) 94,4 (5,5) 80,6 (7,5)
Carbendazim  118,2(9,1) 101,7 (12,1) 89,9 (11,5) 73,5(16,8) 77,3(17,2) 87,0 (13,6)
Carbofurano 97,9 (9,0) 93,2(12,7) 100,6 (15,9) 81,7 (15,3) 82,7 (10,5)
Ciazofamida 108,4 (9,9) 110,3(15,4) 96,7 (10,7)
Cimoxanil 116,8 (10,5) 116,6 (3,1) 117,4(7,4) 99,1(4,3) 83,4 (5,1)
Ciprodinil 101,1 (15,2) 76,9 (17,5) 84,8 (13,5) 70,6 (16,0)
Clorfenvinfos 96,7 (12,4) 98,9 (11,7) 88,2(8,5) 100,1 (19,9) 72,4 (18,9)
Clotianidina 78,8 (7,7) 99,8(16,1) 75,4(13,9)
Cresoxim-metil 112,9 (11,3) 116,1 (15,3) 104,8 (14,0)
Diazinona 110,9 (13,5) 108,0 (14,5) 79,6 (10,6) 119,0 (13,5) 113,0(13,3)
Difenoconazol  119,6 (9,3) 116,3 (10,5) 112,2(6,4) 93,1 (8,5) 97,3 (17,6) 90,7 (14,9)




Diflubenzurom
Dimetomorfe
Dimoxistrobina
Emamectina
Espinosad A
Espirodiclofem
Espiromesifem
Etiona
Etirimol
Fempiroximato
Fenamidona
Fenarimol
Fenazaquim
Fenbuconazol
Fenhexamide
Fenoxicarbe
Fentiona
Fipronil
Flonicamida
Flusilazol
Flutolanil
Flutriafol
Fosmete
Imazalil
Imidacloprido
Indoxicarbe

48,3 (5,1)
113,8 (11,2) 119,5 (4,5)
112,3 (8,6)
49,9 (6,7)
86,0 (9,8)
77,8 (18,3) 94,9 (17,4)
108,7 (15,3) 104,2 (10,5)
112,7 (11,3) 112,7 (8,5)
68,3(7,3) 61,1(7,1)
118,2 (8,3) 112,2(8,8)
88,5 (12,7)
32,5 (6,8)
51,4 (4,4)
90,0 (10,0)
74,8 (9,1)
118,7 (17,3) 107,8 (17,7)
79,0 (11,3) 85,7 (12,1)
90,2 (7,2) 106,5 (5,6)
113,2 (5,1) 106,0 (7,2)
78,8 (14,8) 93,3 (11,7)
118,5 (5,4) 118,8 (7,6)
107,4 (7,9)
89,2 (14,5)
71,6 (9,8)

110,8 (16,6)

118,6 (3,1)

69,1 (9,5)
112,6 (9,2)
112,1 (12,6)
66,9 (11,8)
92,4 (10,5)
102,0 (16,2)

98,8 (6,7)
111,8 (15,1)

66,7 (6,1)
96,9 (17,5)

96,1 (8,9)

50,5 (7,4)

34,8 (9,9)
109,8 (17,8)
80,6 (19,7)
108,4 (15,8)
112,5 (12,6)
117,6 (10,2)
105,7 (7,4)
102,6 (9,9)
119,7 (6,3)
110,1 (6,8)
110,2 (10,9)

83,2 (8,1)
116,5 (10,6)
116,8 (8,0)

55,7 (24,8)
92,4 (14,9)
99,0 (4,4)
41,3 (19,7)
71,2 (14,5)
77,9 (8,9)
83,5 (8,7)
96,9 (3,0)
59,3 (9,1)
72,1 (13,7)
98,4 (9,1)
40,3 (6,5)
52,7 (19,2)
95,2 (8,2)
84,2 (13,4)
95,6 (14,7)
87,2 (16,1)
110,9 (8,6)
96,2 (5,6)
95,2 (4,4)

104,4 (5,1)
77,3 (10,3)

108,2 (17,7)
71,1 (15,0)

63,4 (12,8)

74,5 (12,8)

101,0 (12,6) 108,6(12,8)

94,9 (4,8)
114.,6 (5,7)
84,0 (11,7)
82,4 (20,0)
104,9 (6,5)

79,2 (12,5)

111,6 (18,6)
72,5 (9,8)

79,9 (12,4)
89,6 (16,5)
57,0 (15,9)

89,1 (3,4)

84,4 (14,2)

97,4 (16,5)
103,7 (10,9)
116,8 (11,0)

70,4 (13,6)

83,9 (19,5)

119,1 (10,0)
103,0 (12,1)

86,3 (14,9)
70,1 (9,6)
89,2 (15,8)
32,3 (8,8)
88,1 (11,2)
70,2 (4,2)

86,1 (9,3)

85,2 (14,2)
108,8 (11,8)
89,3 (11,3)
114,4 (18,9)

74,8 (9,4)
70,7 (10,0)
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Iprovalicarbe

Lufenurom
Malationa
Mercabam
Metalaxil
Metidationa
Metiocarbe
Metomil

Metoxifenozide

Miclobutanil
Oxadixil

Picoxistrobina
Piraclostrobina

Pirazofos
Piridabem
Pirimetanil
Pirimicarbe
Piriproxifem
Profenofos

Propamocarbe
Propiconazol

Quinalfos
Quinoxifem

Tau-Fluvalinato
Tebufenozide
Teflubenzurom

108,1 (5,4)

109,9 (11,4) 109,4 (18,6) 113,1 (8,7)
104,3 (11,5) 110,1(9,8) 115,5(11,6) 1041 (3,9)

98,7 (11,6)

109,0 (7,9)

86,7 (7,7)
113,3 (5,2)

100,3 (10,5) 109,6 (11,7) 116,3 (9,1)
109,2 (10,8) 1085 (7,3)

99,2 (9,8)

114,7 (11,2) 115,4 (12,7) 113,0 (11,4) 100,8 (11,1)
116,4 (7,4) 118,4 (10,5)

108,7 (15,0)

119,0 (9,1)

117,0 (13,4)

95,3 (15,6)

118,2 (10,4)

54,5 (14,3)
95,7 (15,1)
89,3 (16,6)
65,0 (28,5)
111,0 (6,6)
80,2 (11,7)

110,7 (3,8)

116,1 (5,3)

115,5 (15,3) 102,3 (4,0)

113,0 (8,3)
113,7 (7,8)
116,4 (8,9)
119,7 (9,4)
89,3 (10,9)
107,4 (4,1)
104,1 (8,6)
107,5 (7,8)
38,7 (9,4)
86,5 (11,7)
108,2 (9,2)
55,7 (17,9)
81,2 (3,8)
97,1 (10,3)

119,0 (10,0)

104,4 (9,1)
117,2 (6,3)
108,7 (8,8)
87,1 (11,7)
108,8 (5,8)
98,3 (9,9)
100,7 (8,6)
38,1 (3,8)
111,8 (4,9)
99,4 (12,2)
61,4 (10,8)

114,1 (10,4)

113,2 (7,4)

104,2 (12,9) 99,5 (10,8)

117,3 (3,7)
93,6 (14,9)

111,1 (15,3)

103,0 (3,1)
95,3 (7,2)
88,6 (13,1)

105,6 (7,8)
104,9 (5,4)
101,9 (8,6)
104,3 (4,4)
81,4 (11,6)
103,4 (5,5)
82,7 (18,8)
77,8 (12,0)
98,8 (3,9)
70,2 (8,9)
85,0 (3,4)
46,1 (14,8)
114,8 (3,5)
92,4 (8,1)
57,0 (26,5)
97,8 (5,9)
103,2 (4,9)
78,7 (10,2)

76,6 (6,0)
74,9 (11,3)

80,1 (14,4)

83,8 (10,9)
77,9 (18,6)
75,4 (13,8)

89,8 (17,2)
91,2 (18,2)
89,6 (13,1)

87,7 (17,8)

88,6 (12,6)

84,5 (17,6)

86,9 (16,5)

115,0 (10,3)

79,3 (8,2)
73,7 (10,3)
74,3 (17,5)

119,4 (10,1)

84,2 (15,1)
94,4 (13,6)
89,3 (7,7)
95,4 (12,9)
70,9 (16,7)

114,9 (18,3)

80,7 (11,8)
90,5 (11,1)
88,0 (15,4)

73,1 (14,3)

83,3 (11,9)

75,0 (6,8)

83,7 (14,5)
78,6 (8,4)
95,2 (7,0)
82,6 (13,2)
96,9 (15,5)

73,6 (9,3)
77,3 (5,7)
74,4 (8,4)
73,6 (12,4)
94,4 (12,8)
92,2 (12,7)

102,1 (16,3)

91,7 (9,1)
91,5 (14,3)
71,7 (16,5)

89,7 (13,6)

87,1 (12,1)
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Tetraconazol
Tiacloprido
Tiametoxam
Tiodicarbe
Tiofanato-metil
Tolilfluanida
Triadimefom
Triazofos
Triclorfon
Trifloxistrobina
Triflumurom

95,7 (15,1)

73,2 (18,0)

93,6 (16,7)
116,9 (13,7)
117,8 (12,6) 111,3 (8,9)
91,1 (14,4) 75,4 (16,5)
118,9 (13,5) 111,2 (19,4)
38,3 (17,1) 31,2 (12,7)
115,0 (14,7)
101,8 (7,7) 117,7 (8,5)
71,7 (3,2)
119,9 (7,3) 119,3 (6,5)

104,3 (6,5) 112,5 (16,6)

109,7 (9,1)
94,3 (18,5)
86,0 (9,8)
71,3 (14,1)
102,0 (6,4)
30,2 (34,1)
111,1 (7,5)
111,9 (6,2)
77,3 (8,1)
116,6 (3,5)
71,1 (17,2)

96,4 (9,7)

72,3 (15,1)
100,1 (17,2)
88,8 (17,3)

109,0 (18,3)

105,7 (16,3)
101,3 (13,1)

86,9 (16,6)
70,4 (5,0)

81,8 (16,3)
89,4 (19,3)
74,6 (9,2)

89,3 (12,4)

99,0 (12,8)
84,1 (6,4)

73,6 (10,0)
97,6 (18,4)

78
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4.4.6 Determinacédo dos valores de LOD e LOQ do método e do instrumento

A Tabela 17 apresenta os valores obtidos de LOD e LOQ do método para
0s agrotoxicos analisados nas matrizes abelha e pdélen apicola

Neste estudo para a matriz polen apicola a faixa de LOQm foi de 5 a 20
ug kg, enquanto de LODm de 1,5 a 6 pug kg. Os valores de LOQi encontrados
foram 2,5 a 5 ug L%, enquanto os LODi foram 0,75 a 1,5 ug L. Estes valores
sao considerados satisfatorios, pois com os limites de quantificacéo alcancados,
consegue-se atingir aos valores maximos permitidos (LMR) para os agrotoxicos
em polen apicola, estabelecidos pela legislacdo. Exceto para o composto
triclorfom que o LOQm do método (20 pg kg) é superior ao limite estabelecido
pela legislagdo (10 pg kgt) o que afetou sua analise. Porém, considerando os
dados desse composto, possui recuperacdo e RSD adequados, tendo-se assim
uma eficiente extracédo desse analito.

Para a matriz abelha a faixa de LOQm foi de 10 a 50 pg kg, enquanto de
LODm de 3 a 15 pg kg™. O valor de LOQi encontrado foi de 5 pug L2, enquanto o
LODi foi de 1,5 pg L. Esses valores sdo elevados comparados aos limites
alcancados para o polen apicola. Isso se deve a baixa detectabilidade do
equipamento durante a validacdo do método para as abelhas.



Tabela 17 - Valores de LOD e LOQ do método para cada agrotoxico estudado.
Polen Apicola Abelha

Compostos LOQm LODm LOQm LODm
(Mg kg™) (ug kg™) (ug kg™) (ug kg™)

Acefato

Acetamiprido 5 1,5 10 3

Aldicarbe 5 1,5 20 6

Azoxistrobina 5 1,5 10 3

Boscalida 10 3,0 20 6

Bupirimate 5 1,5 10 3

Buprofezina 10 3,0 20 6

Carbaril 10 3,0 50 15

Carbendazim 5 1,5 20 6

Carbofurano 10 3,0 20 6

Ciazofamida 10 3,0

Cimoxanil 5 1,5 50 15

Ciprodinil 5 1,5

Clorfenvinfos 10 3,0 20 6

Clotianidina 10 3,0

Cresoxim-metil 10 3,0

Diazinona 10 3,0 20 6

Difenoconazol 5 1,5 20 6

Diflubenzurom

Dimetomorfe 5 1,5 10 3

Dimoxistrobina 10 3,0 10 3

Emamectina 10 3,0

Espinosad A 10 3,0

Espirodiclofem 5 1,5 10 3

Espiromesifem 5 1,5 10 3

Etiona 5 1,5 50 15

Etirimol

Fempiroximato 5 1,5 50 15

Fenamidona 10 3,0 20 6

Fenarimol

Fenazaquim

Fenbuconazol 10 3,0

Fenhexamide 10 3,0

Fenoxicarbe 5 1,5

Fentiona 5 1,5 20 6

Fipronil 5 1,5

Flonicamida 5 1,5

Flusilazol 5 1,5 10 3

Flutolanil 5 1,5 10 3

Flutriafol 10 3,0 20 6

Fosmete 10 3,0 20 6




Imazalil
Imidacloprido
Indoxicarbe
Iprovalicarbe
Lufenurom
Malationa
Mercabam
Metalaxil
Metidationa
Metiocarbe
Metomil
Metoxifenozide
Miclobutanil
Oxadixil
Picoxistrobina
Piraclostrobina
Pirazofos
Piridabem
Pirimetanil
Pirimicarbe
Piriproxifem
Profenofos
Propamocarbe
Propiconazol
Quinalfos
Quinoxifem
Tau-Fluvalinato
Tebufenozide
Teflubenzurom
Tetraconazol
Tiacloprido
Tiametoxam
Tiodicarbe
Tiofanato-metil
Tolilfluanida
Triadimefom
Triazofos
Triclorfon
Trifloxistrobina
Triflumurom

10
20
20
10

20
10
20
10

3,0
6,0
1,5
6,0
1,5
1,5
6,0
1,5
1,5
1,5
1,5
3,0
3,0
3,0
1,5
1,5
1,5
3,0
1,5
3,0
3,0
1,5

1,5
1,5

1,5
1,5
3,0
6,0
6,0
3,0
1,5
1,5

6,0
3,0
6,0
3,0
1,5

50
10
20

10
20
10
20
10

20
20
10
10
10
20
10
20

10

10

10

10

20

20

20

20

20
20

20
10
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4.5 APLICACAO DO METODO
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A andlise de todas as amostras foi realizada com adi¢éo de padréo de controle

(atrazina deuterada) na concentracdo de 50 pg kg?, e todos os resultados de

exatidao e precisao foram satisfatorios (recuperacéo entre 70 e 120%, com RSD <

20%). O método proposto foi aplicado para a determinacdo de residuos de

agrotéxicos em 6 amostras de poélen apicola e 4 amostras de abelha. Conforme a

Tabela 18, todas as amostras analisadas apresentaram pelo menos algum residuo

de agrotoxicos.

Tabela 18 - Resultados da analise de amostras reais (polen apicola e abelha).

Amostras Pdlen apicola

Amostras Abelha

compostos — 53 4 5 6 1 2 3 4
Acetamiprido n.d n.d n.d nd <LOQ n.d n.d n.d n.d n.d
Azoxistrobina n.d n.d nd <LOQ nd n.d n.d nd <LOQ nd
Carbendazim nd <LOQ <LOQ <LOQ n.d nd <LOQ nd n.d n.d
Carbofurano <LOQ n.d <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ nd n.d n.d n.d
Clorfenvinfos n.d nd <LOQ nd n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Clotianidina n.d nd <LOQ <LOQ nd <LOQ - - - -
Diazinona n.d nd <LOQ <LOQ nd <LOQ nd n.d n.d n.d
Difenoconazol n.d <LOQ <LOQ 16,2 <LOQ <LOQ n.d n.d n.d n.d
Espirodiclofem n.d <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ n.d n.d n.d n.d n.d
Imidacloprido n.d nd <LOQ nd n.d n.d nd <LOQ nd <LOQ
Triazofos <LOQ <LOQ <LOQ n.d n.d n.d nd <LOQ nd n.d
Triclorfon n.d n.d nd <LOQ nd n.d n.d n.d n.d n.d
Trifloxistrobina n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d nd <LOQ

Todas as amostras apresentaram algum residuo de agrotoxicos. A amostra

A4 de pdlen apicola apresentou difenoconazol na concentracéo de 16,2 pug kg, valor

abaixo do LMR. O restante das amostras apresentou residuo abaixo do nivel de

guantificacéo.
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5 CONCLUSAO

O método QUEChERS modificado otimizado neste estudo mostrou-se eficaz
para a determinacdo de 72 agrotoxicos em polen apicola e 53 agrotdéxicos em
abelhas.

A detecgéo dos compostos utilizando o equipamento LC-MS/MS com fonte de
ionizacao por eletronebulizagéo nos modos positivo e negativo, operando no modo
SRM, proporcionou satisfatoria detectabilidade, seletividade e precisdo na etapa de
validacdo do pdlen apicola. Na etapa de validacao da abelha ocorreu uma diminuicéo
da detectabilidade.

O método foi avaliado em termos de linearidade e faixa de trabalho, através
da fortificacdo das curvas analiticas preparadas na matriz pélen apicola e abelha,
nos niveis 2,5; 5; 10; 25; 50; 75 e 100 pg kg?. O efeito matriz avaliado pela
comparacao das curvas preparadas na matriz pélen apicola e abelha e no solvente
acetonitrila mostrou a necessidade de validar e quantificar os dados na presenca da
matriz.

A exatiddo do método, avaliada através da fortificacdo dos quatro niveis,
apresentou recuperacao na faixa de 70 a 120%. A precisdo do método foi adequada
em termos de repetitividade sendo que o RSD ficou menor que 20%.

Os valores de LOD e LOQ do método foram de 1,5 a 6 e 5 a 20 ug kg7,
respectivamente para o pélen apicola. Para as abelhas os valores foram de 3a 15 e
de 10 a 50 pg kg.

O método proposto foi aplicado em 6 amostras de polen apicola e 4 amostras
de abelhas para avaliar a eficiéncia na determinacédo de residuos de agrotoxicos. Os
resultados das analises demonstram que o método foi eficaz e que todas as
amostras apresentaram residuos de agrotoxicos.

Dessa forma, conclui-se que o método proposto, empregando QUEChERS
modificado e LC-MS/MS é adequado para a determinacdo de agrotOxicos em

abelhas e pélen apicola, podendo ser aplicado em analises de rotina.
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6 ENCAMINHAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

Nas atividades de pesquisa gera-se uma quantidade significativa de residuos
liquidos e solidos, os quais devem ser adequadamente tratados ou descartados.

Neste sentido, os residuos gerados durante o desenvolvimento deste trabalho
foram armazenados em recipientes adequados e encaminhados ao almoxarifado do
Departamento de Quimica (DQ) da UFSM, o qual é responsavel pela destinacdo dos
residuos gerados que serdo posteriormente tratados por uma empresa terceirizada

capacitada nessa area.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v' Ampliar o escopo de agrotoxicos a serem analisados em abelhas e polen
apicola por LC-MS/MS;

v' Desenvolver um método de analise cromatografica por GC-MS/MS para
expandir 0 escopo para analitos ndo passiveis de analise por cromatografia
liquida;

v' Ampliar o estudo de sorventes para a etapa de limpeza dos extratos de
abelhas;

v Avaliar a aplicabilidade do método de extracdo QUEChERS modificado para
outros produtos apicolas;

v Aplicar o método proposto em monitoramentos amplos para avaliar a
ocorréncia de agrotoxicos nessas matrizes em diferentes épocas do ano e

regioes.
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