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RESUMO

SANTOS, S.L.H. Analise cromatografica da abamectina e do difenoconazol em
amostras de abelhas Jatai, morango, mel e a utilizacdo de biomarcadores para
avaliacdo das alteracdes bioquimicas em abelhas jatai, 2019. Tese (Doutorado)
— Escola de Engenharia de Séao Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sao Carlos, SP,
Brasil.

Este trabalho envolve o desenvolvimento e a validacdo de um método analitico para
determinacdo de abamectina e difenoconazol em amostras de morango, abelhas
jatai e mel por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial (LCMSMS), bem como a utilizacdo de biomarcadores para avaliacao das
alteracbes bioguimicas em abelhas jatai. Atualmente, uma das maiores barreiras
comerciais que o Brasil tem encontrado para a comercializa¢do de seus produtos € a
falta de informacdes sobre a presenca de residuos em alimentos produzidos no pais.
Devido a complexidade das matrizes de origem vegetal e das baixas concentracdes
dos agrotoxicos presentes, ha uma grande necessidade de desenvolvimento de
métodos analiticos eficientes e confiaveis para a identificacdo e quantificacdo dos
residuos.

O método desenvolvido foi validado por meio dos parametros analiticos de
seletividade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), linearidade,
exatiddo e precisdo, conforme o0 guia Sanco para analises de residuos de
agrotoxicos em alimentos e, posteriormente, amostras de morango, mel e abelhas
da regido de Bom Repouso foram analisadas. Os agrotoxicos sao considerados um
dos principais fatores do declinio populacional das abelhas e substancias
antioxidantes podem auxiliar na protecdo desses insetos contra esses produtos.
Foram avaliados o efeito oxidante da abamectina e do difenoconazol em abelhas
sem ferrdo (Tetragonisca angustula). As abelhas submetidas aos tratamentos
topicos foram anestesiadas com CO: e receberam 0,5 pL de solucdo dos
agrotoxicos no pronoto com doses previamente estabelecidas (0.0, 3,0, 6,0, 12,0,
24,0, 48,0 e 96,0 ng de abamectina e difenoconazol/uL de solugao), aplicadas com
uma micropipeta. Abelhas submetidas aos tratamentos de contaminagcédo oral
receberam solucdo de sacarose com as concentracbes de abamectina e
difenoconazol determinadas anteriormente (0,0, 0,005, 0,01, 0,03, 0,1, e 0,5) durante
24 e 48 horas. O inseticida abamectina foi considerado altamente toxico para essas
abelhas, tanto por via topica como oral. A intoxicacdo topica resultou em uma DL50
(48 horas) de 1,61 ngi.a./abelha. A contaminacédo oral resultou em uma CL50 (48
horas) de 0,73 ngi.a./uL de solugdo de sacarose. Apods os testes de toxicidade 48
horas da alimentacdo e com a mortalidade de 50% dos individuos, foi preparado
homogenato do cérebro e avaliados: atividade das enzimas glutationa peroxidase
(GPx) e catalase (CAT), glutationa reduzida (GR), glutationa oxidada (GSSG),
superoéxido dismutase (SOD). Portanto, concluiu-se que o método proposto pode ser
aplicado de forma eficiente para a determinacdo de residuos de agrotoxicos nas
diferentes matrizes avaliadas, com as adaptacbes necessarias no método
desenvolvido, mostrou-se eficiente para a extracdo e clean-up dos extratos de
morango, abelha e mel. Em todos os homogenato de cérebros analisados foram
encontradas bandas polipeptidicas diferenciais de 20 e 118 kDa. Desta forma, esses
resultados abrem perspectivas para estudo de biomarcadores protéicos da
gualidade ambiental das abelhas sem ferrdo expostas aos xenobidticos utilizados
em lavouras.



Palavras-chave: QUEChERS, Abamectina, Difenoconazol, LCMSMS, Toxicidade,
SDS-PAGE, Biomarcadores, Morango, Abelha e Mel



ABSTRACT

SANTOS, S.L.H. Chromatographic analysis of abamectin and difenoconazole in jatai,
strawberry, honey bees and the use of biomarkers to assess biochemical changes in
jatai bees, 2019. Thesis (Doctorate) - Sdo Carlos School of Engineering, University
of S&o Paulo, Sao Carlos, SP, Brazil.

This work involves the development and validation of an analytical method for the
determination of abamectin and difenoconazole in strawberry, Tetragonisca
angustula bees and honey samples by liquid chromatography-tandem quadrupole
mass spectrometry (LC-MS/MS), as well as the use of biomarkers to evaluate the
biochemical changes in Tetragonisca angustula bees. Currently, one of the biggest
trade barriers that Brazil has encountered for marketing its products is the lack of
information about the presence of residues in food produced in the country. Due to
the complexity of matrices of plant origin and the low concentrations of pesticides
present, there is a great need for the development of efficient and reliable analytical
methods for the identification and quantification of residues. The developed method
was validated by the figures of merit of specificity, limit of detection (LOD), limit of
guantification (LOQ), linearity, precision and trueness, according to the
SANTE/11813/2017 guide for analysis of pesticide residues in food. Subsequently,
samples of strawberry, honey and bees from the Bom Repouso - Brazil region were
analyzed. Pesticides are considered one of the main factors in the population decline
of bees and antioxidants can help protect these insects against these products. The
oxidizing effect of abamectin and difenoconazole in stingless bees (Tetragonisca
angustula) was evaluated. The bees submitted to topical treatments were
anesthetized with CO and received 0.5 pL of pesticide solution in the pronotum with
previously established doses (0.0, 3.0, 6.0, 12.0, 24.0,48.0 and 96.0 ng abamectin
and difenoconazole/uL solution) applied with a micropipette. The bees subjected to
oral contamination treatments received sucrose solution with the abamectin and
difenoconazole concentrations previously determined (0.0, 0.005, 0.01, 0.03, 0.1,
and 0.5) for 24 and 48 hours. The insecticide abamectin was considered highly toxic
to these bees, both topically and orally. Topical poisoning resulted in an LD 50 (48
hours) of 1.61 nga.i./bee. Oral contamination resulted in an LC 50 (48 hours) of 0.73
ng i.a./uL sucrose solution. After 48 hours of feeding toxicity tests and with 50 %
mortality, brain homogenate was prepared and evaluated: activity of glutathione
peroxidase (GPx) and catalase (CAT), reduced glutathione (GR), oxidized
glutathione (GSSG), superoxide dismutase (SOD). Therefore, it was concluded that
the proposed method can be applied efficiently for the determination of pesticide
residues in the different evaluated matrices, with the necessary adaptations in the
developed method, proved to be efficient for the extraction and clean-up of
strawberry extracts, bee and honey. In all brain homogenates analyzed, differential
polypeptide bands of 20 and 118 kDa were found. Thus, these results open
perspectives for the study of protein biomarkers of environmental quality of stingless
bees exposed to xenobiotics used in crops.

Keywords: QUEChERS, Abamectin, Difenoconazole, LC-MS/MS, Toxicity, SDS-
PAGE, Biomarkers, Strawberry, Bee and honey
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CAPITULO 1: Contextualizagdo, importancia e objetivos da pesquisa
1 INTRODUCAO

Ha mais de dois séculos, que os agricultores utilizam substancias que
preveniam os danos causados por pragas, sendo uma das primeiras o enxofre. No
inicio do século XV comecaram a utilizar outras sustancias téxicas como arsénio,
mercurio e chumbo e no século XVII comecaram a empregar o sulfato de nicotina
gue era extraido das folhas de tabaco (EM et al., 2006), o que contribuiu para que o
ser humano alcangcou uma de suas maiores conquistas, conferindo um marco
histérico em seu desenvolvimento, que foi o cultivo de plantas e animais para sua
subsisténcia. Assim, surgiu a agricultura que, em decorréncia da crescente
necessidade de producéo de energia, alimentos e outros bens de consumo para 0s
seres humanos, tem se intensificado, alterando cada vez mais os ambientes naturais
(MAZOYER & ROUDART, 2010).

Uma das formas de potencializacdo da producédo agricola é feita pela adicdo de
compostos quimicos a area agricultavel, seja para correcbes de solo, seja para
adubacdo ou para o0 controle de organismos invasores, com 0s chamados
agrotoxicos. Em especial, a partir dos anos 60, o uso destes produtos quimicos foi
intensificado devido a chamada Revolucdo Verde, que, por meio da mecanizagao e
da insercdo de novos produtos quimicos, modificou o processo tradicional de
producéo agricola (MAZOYER & ROUDART, 2010).

No Brasil, os agrotoxicos tém papel relevante na agricultura atual, tendo em vista
gue, segundo Palaez et al (2013), somos o maior consumidor mundial destes
produtos quimicos. Dois dos grandes problemas nesta pratica de producéo € a falta
de especificidade dos agroquimicos e o recorrente transporte dos compostos aos
diversos compartimentos ambientais. Uma vez na nhatureza, eles passam nhao
somente a atingir os invasores, mas também afetam organismos nao-alvo (DORES
& DE-LAMONICA, 1999), exercendo efeito toxico a biota e passando a exercer papel
de contaminante ambiental

O ministério da salude segundo a Portaria n°® 329, de 2 de setembro de 1985
(BRASIL, 1985) proibiu a comercializagdo, o uso e a distribuicdo de produtos
organoclorados destinados a agropecuaria, exceto, para uso como iscas formicidas
e de cupimicidas, combate a vetores de agentes etiolégicos de moléstias, em uso

emergencial na agricultura e na preservagéo de madeiras.



O DDT, como todos os demais organoclorados, foi banido, tendo em vista seus
efeitos nocivos baseados na neurotoxicidade, no aumento de cancer de mama em
mulheres, em alteracdes causadas pelos efeitos estrogénicos, além dos problemas
ambientais, como rapida absorcdo e bioconcentracdo nos organismos, reducdo da
capacidade reprodutiva das aves e alta estabilidade a decomposicdo ou a
degradacgao no meio ambiente (JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009).

Um tema bastante controverso € o que se refere a classificacdo dos agrotoxicos,
devido a varias denominacdes que tém sido empregadas para designar sua acao ou
organismo alvo (defensivos agricolas, biocidas, pesticidas, praguicidas, produtos
fitossanitarios e agrotoxicos). (JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009) Para a
Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) dos EUA, (US EPA, 2017)o termo agrotoxico
foi definido como sendo uma substancia quimica ou mistura de substancias
utilizadas para prevenir, destruir, repelir ou mitigar qualquer praga, ou mesmo, para
regular, desfolhar e dessecar plantas.

Pesticida, segundo o Codex Alimentarius € toda e qualquer substancia
utilizada com o propédsito de prevenir, destruir, atrair, repelir ou controlar qualquer
peste, incluindo espécies indesejaveis de plantas, insetos ou animais, durante as
etapas de producdo, armazenamento, transporte, distribuicdo e processamento do
alimento ou racdo animal (ou que seja fornecido aos animais para controle de
ectoparasitas).

O termo inclui substancias utilizadas como reguladoras do crescimento das
plantas, desfolhantes, dessecantes, ou inibidores de brotos, e substancias aplicadas
tanto antes como apos a colheita, para proteger a mesma da deterioracdo durante o
armazenamento e transporte (FAO, 2005).

No Brasil, a Lei Federal n° 7.802 de 11 de Julho de 1989, conhecida como “Lei
de Agrotoxicos”, estabelece que os defensivos agricolas, ou agrotoéxicos, sao
produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso
nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecédo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros
ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composicéo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acédo danosa de
seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias empregadas como

desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento.
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Em 2002 o decreto n°® 4.074 regulamenta a Lei n°® 7802/1989 adota e define o
termo “agrotoxico” para ser utilizado em todos os casos, substituindo os demais
termos supra-citados.

E notdria uma diferenca importante entre as duas definicdes, tendo em vista que
a definicdo empregada pela FAO contempla substancias que possam virem a serem
utilizadas ndo somente durante o plantio, mas em todas as etapas do cultivo
propriamente dito e também apds a colheita, como nas etapas de armazenamento,
transporte, distribuicdo e processamento do alimento. Os agrotoxicos podem ser
classificados quanto a: Finalidade (acaricida, aficida, formicida, fungicida, herbicida,
inseticida, larvicida, ovicida, raticida, entre outros); Modo de Ac¢é&o (ingestéo, contato,
microbiano e fumegante); Origem, provenientes de compostos organicos ou
inorgéanicos, de vegetais, bactérias ou fungos (RIBEIRO; et al., 2008).

Neste contexto, ressalta-se a importancia dos estudos de contaminacdo de
alimentos tanto pelo cenario de risco em que os ambientes de producdo podem
estar expostos frente ao uso excessivo de agrotoxicos, até mesmo pela necessidade
da compreenséo dos efeitos nocivos destes agrotoxicos ao meio ambiente e a saude
publica. Assim, esta pesquisa visa contribuir com discussfes congruente aos

problemas causados pela contaminacao de alimento e mortandade de abelhas.



2 Reviséo bibliografica

2.1 Agrotoxicos: aspectos negativos e impacto ambiental

Os agrotoxicos sao potencialmente toxicos ao homem, como também ao meio
ambiente, podendo causar efeitos adversos ao sistema nervoso central e periférico,
ter acdo imunodepressora ou serem cancerigenos, mimetizadores de hormdnios,
entre outros. (LINTELMANN, JATAYAMA et al.,, 2003). A contaminagdo dos
alimentos por residuos de agrotoxicos pode vir de uma aplicacdo direta em uma das
fases da producdo da cultura, do transporte ou do armazenamento. (ARAUJO;
NOGUEIRA; AUGUSTO, 2000)

Os agrotdxicos possuem varios caminhos que podem gerar rotas de
contaminacdo no ar, solo, agua e aguas subterraneas. Os agrotdxicos, quando
aplicados diretamente no solo, podem ser degradados por via quimica, fotolise ou
microrganismos, produzindo metabdlitos ou compostos mais simples. Entretanto, as
substancias com alta persisténcia ou baixa taxa de degradacdo podem permanecer
no ambiente sem serem alterados e podem ser adsorvidas pelas plantas ou nas
particulas do solo, e serem, posteriormente, dessorvidas e lixiviadas pela presenca
das chuvas. Os agrotoxicos podem ser transportados para regides distantes das de
aplicacdo ou atingirem as aguas superficiais ou percolarem para 0s lengois
subterraneos. Nos ambientes aquaticos, os agrotoxicos podem ser adsorvidos nas
particulas dos sedimentos, serem degradados por via quimica, biolégica ou fotdlise,
ou serem volatilizados.

Na atmosfera, o transporte depende das propriedades dos agrotéxicos
(solubilidade, presséo de vapor, coeficiente de particdo octanol/agua, coeficiente de
adsorcao a matéria organica do solo, tempo de meia-vida, constante de ionizacao,
entre outros); condicdes ambientais (clima, textura e conteddo de agua no solo);
topografia e praticas de manejo (tipo de cultura e método de aplicacdo dos
agrotoxicos). (DORES; DE-LAMONICA-FREIRE, 2001)

Os agrotoxicos estdo sendo largamente utilizados desde a metade do século XX.
De acordo com o0s dados do British CropProtectionCouncil (BCPC),
aproximadamente 860 substancias ativas sdo comercializadas como agrotéxicos nos
mais variados tipos de formulac¢des. Estas substancias estdo divididas em mais de
100 classes, sendo benzoiluréias, carbamatos, organofosforados, organoclorados,
piretroides, sulfoniluréias e triazinas os grupos mais importantes (BCPC, 2010).
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As caracteristicas fisicas e quimicas dos agrotéxicos sdo consideravelmente
diferentes, uma vez que podem apresentar carater acido, basico e neutro. Estes
compostos podem conter em sua estrutura: halogéneos, fosforo, enxofre ou
nitrogénio, heterodtomos que possuem uma grande relevancia no método de
deteccdo destes compostos. Um grande numero de agrotoxicos € muito volatil,
outros nao, e esta grande diversidade causa sérios problemas no desenvolvimento
de um método “universal” para analise de residuos destes compostos (PRESTES;
ADAIME; ZANELLA, 2011).

Os agrotdxicos podem apresentar diferentes rotas de degradacdo no meio
ambiente e serem transferidos em partes para diferentes compartimentos
ambientais. Quando aplicados em pulverizacdo, 0s agrotoxicos podem ser
transportados pelo vento para locais distantes dos quais foram aplicados. Quando
aplicados diretamente no solo, podem ser levados pela agua de chuva ou irrigagéo e
atingir os mananciais de aguas superficiais ou as reservas subterraneas através da
lixiviacdo. Embora existam muitas possibilidades para que o0s agrotoxicos sejam
transportados no ambiente e contaminem as fontes de agua, nem todos os produtos
apresentam a mesma persisténcia e mobilidade no ambiente (BARRIGOSSI;
LANNA; FEREIRA, 2005).

Um fendbmeno ecologico chamado de biomagnificagcdo, no qual ocorre
acumulacdo de agrotoxicos ao longo da cadeia alimentar, leva a um aumento da
concentracdo de uma determinada substancia com o aumento do nivel trofico.
Mesmo em concentragdes baixas, 0s agrotoxicos representam riscos para algumas
espécies de organismos (DORES; DE-LAMONICA-FREIRE, 2001).

No Brasil, o setor agricola € um dos principais responsaveis pela economia e
pelo PIB. Estudos sobre agrotoxicos tém mostrado um uso elevado de diferentes
substancias com o intuito de melhorar a producéo. Isso tem levado o Brasil a
sucessivos recordes de producdo agricola e, consequentemente, tornando o pais
lider mundial no consumo de agrotéxicos, de acordo com o Ministério do Meio
Ambiente (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2014)

Anualmente, €& gerado pelo IBAMA o “Boletim Anual sobre Producao,
Importagao, Exportagcado e Vendas de Produtos Agrotéxicos no Brasil” tendo por base

os dados dos relatorios semestrais emitidos pelas empresas que possuem registro



de agrotoxicos e afins, seguindo a exigéncia presente no Art. 41 do decreto n°
4.074/2002 (BRASIL, 2017).

A partir desses dados, o IBAMA realizou a consolidagédo destas informagdes em
um grafico com o histérico da comercializacdo de agrotéxicos desde o ano 2000 até
0 ano de 2017, conforme pode ser observado a seguir (Figura 1):

Figura 1: Crescimento da venda de agrotdxicos de 2000 a 2017 no Brasil.

Toneladas de Ingrediente ativo (I1A)

ANO

*Para 0s anos de 2007 e 2008 nao foram fornecidos dados referentes a comercializacéo de
Agrotdxico no periodo

Fonte: I_BAMA (2019) http://www.ibama.gov.br/areas-tematicasqga/relatorios-de-comercializacao-de-
agrotoxicos

De acordo com dados do relatério de comercializacdo de agrotoxicos as regides
gue mais consomem agrotéxicos no Brasil sdo, em ordem decrescente de consumo:
Centro-Oeste ( 178.543,82 ton de i.a); Sul (165.282,77 ton de i.a); Sudeste
(118.154,86 ton de i.a); Nordeste (50.142,20 ton de i.a) e a regido Norte ( 27.821,30
ton de i.a)

Dentre os produtos, os que compdem maiores quantidades em toneladas de
ingredientes ativos sdo, em primeiro lugar, os herbicidas (315.573,38), seguido dos
fungicidas (65.114,91) e os inseticidas (54.54,00). Do total de agrotoxicos
comercializados no Brasil atualmente, a grande maioria € pertencente as classes Il

(60%) e Il (32%), o que correspondem a produtos perigosos ao meio ambiente e
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produtos muito perigosos ao meio ambiente, respectivamente. Ressalta-se ainda
gue 1% das 539.944,95ton de i.a., ou seja, 5 mil toneladas de i.a. comercializados

no Brasil, sdo altamente perigosos ao meio ambiente (IBAMA, 2019).

3 Os agrotdxicos abamectina e difenoconazol

O agrotoxico A abamectina (

Figura 2), juntamente a outros dois compostos (ivermectina e doramectina), pertence
ao grupo quimico das avermectinas, derivados da fermentacdo da bactéria do solo
Streptomycesavermitilis. Ela € composta pela mistura de duas moléculas, a
Avermectina Bla (mais de 80%) e a Avermectina B1lb (demais 20%), cuja Unica
diferenca estrutural é a presenca de um grupo etil (Avermectina Bla) ou um grupo
metil (Avermectina B1b) na posicao 26-C da cadeia (CAMPBELL, 1989; DAR, 2006).

A funcionalidade é classificada como um inseticida/acaricida/nematicida de
origem biolégica, aléem de ser um agente antiparasitario em animais de criacdo e
estimacédo (KOLAR et al., 2008). Seu mecanismo de acao estimula a liberacdo do
acido gama aminobutirico (GABA) que resulta num estado de repouso forcado,
ataxia e paralisia. A toxicidade € classificada pela ANVISA como extremamente
toxico a saude humana (classe 1) e como muito téxico ao meio ambiente pelo

IBAMA (classe 2).

Figura 2: Férmula quimica das avermectinas (Bla e B1b) Abamectina
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O grupo quimico das avermectinas, pode ser utilizadocomo defensivo agricola
em diversas culturasagricolas e em diferentes modalidades de emprego, como
algodao, cebola, cenoura e feijao aplicado nas sementes, batata, berinjela, pimentao
e tomate aplicado no solo, amendoim, mac¢d, mamao, manga e morango aplicacao
foliar.Para o0 morango, o produto formulado costuma ser aplicado para erradicacéo
do acaro-rajado da espécie Tetranychusurticae, segundo recomendacdes,
respeitando-se a dose de 75 mLp.c/100L de &gua aplicada na plantacdo e um
maximo de duas intervaladas de sete dias.

O difenoconazol (Figura 3), pertence ao grupo quimico do triazoltrazido para
o0 mercado em 1989e é um fungicida sistémico destinado ao controle de doencas de
frutas, vegetais e plantas ornamentais. E Inibidor da biosintese de ergosterol
provocando rompimentos na biossintese da parede celular de fungos além de inibir a
germinacao de esporos destes organismos.

Quanto a sua toxicidade, assim como a abamectina € classificado pela
ANVISA como extremamente toxico a saude humana (classe 1) e como muito téxico
ao meio ambiente pelo IBAMA (classe 2), além de ser considerado altamente

persistente no meio ambiente.

Figura 3: Férmula quimica do ingrediente ativo difenoconazol da familia dos triazaéis.

Cl O

0~ Cl

Fonte: ANVISA
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Os triazois pode ser utilizadocomo defensivo agricola em diversas culturas
como também em diversas modalidades de emprego como,aplicacdo em sementes
de algodao, amendoim, cevada, feijao, soja e trigo, aplicacao foliar nas culturas de
abacate, abdbora, abobrinha, alamo, alface, algodéo, alho, ameixa, mel&do, pepino,
pimentdo, soja, uvae morango. Nesta Ultima, o produto costuma ser aplicado para
erradicacao da mancha mycosphaerella causada pelo fungo
Mycosphaerellafragariae, segundo recomendacdes técnicas deve respeitar a dose
de 40ml a cada 100L de agua aplicada na plantacdo com intervalos minimos de 14

dias.

4 Justificativa

O panorama de utilizacdo de agrotoxicos no Brasil e no mundo, vem
levantando discursfes sobre as problematicas causadas pelo uso excessivo desses
produtos.Considerando a forma inadequada de insercdo dos agrotoxicos na
agricultura, na qual gera uma série de misturas e interacdes, cujo efeitos ndo séo
previstos sobre a biota local, necessitando assim de mais estudos.

Neste cenario, encontra-se também a imprevisivel acdo dos ingredientes
ativos presentes nos agroquimicos que, apresneta incognitas quanto aos possiveis
efeitos toxicos para organismos nao alvos.

Desta maneira o que se propde € o desenvolvimento de um método analitico
gue possibilite a identificacdo e quantificacdo de residuos de pesticidas do grupo
guimico Avermectina (Abamectina) inseticidautilizados no controle acaro-rajado da
espécie Tetranychusurticaedo morango, bem como, do grupo quimico Triazol
(Difenoconazol) utilizado para erradicacdo da mancha mycosphaerella causada pelo
fungo Mycosphaerellafragariaecontribuindo com novos dados referentes aos
produtos.Espera-se, avaliar estudos relacionados a marcadores bioguimicos em

abelhas.

5 Objetivos

5.1 Geral

Desenvolver um método analitico usando a técnica de cromatografia liquida

acoplada a espectroscopia de massa LCMSMS para deteccdo de contaminagao de
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abamectina e difenoconazol nas matrizes abelha, mel e morango e andlises dos
biomarcadores bioquimicos em abelhas, do municipio de Bom Repouso- MG.
5.2Especifico
i. Avaliar a concentracdo de residuos de abamectina e difenoconazol em
morangos;
ii.  Avaliar os efeitos da abamectina e difenoconazol em abelhas sem ferréo;
iii. Avaliar o grau de estresse oxidativo causado pelos compostos estudados em

diferentes modos de exposicao (contato e ingestao), por meio de sistemas
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Capitulo 2: Desenvolvimento, validacdo e aplicacdo do método
analiticoparadeterminacdo de abamectina e difenoconazol em morango, abelha
jatai e mel

1 Introducéo

A utilizacdo de agrotdéxicos na producdo agricola e a consequente
contaminacao dos alimentos tém sido alvo de preocupacéo constante no ambito da
salde publica, suscitando a necessidade de realizacdo da avaliacao toxicolégica e
do estabelecimento de parametros de seguranca relativos a sua utilizacéo.

Programas e acdes de controle, cientificamente embasados e tecnicamente
aplicaveis (CORREIA; MARINHO, 2010) consequentemente vem obtendo ainda
mais destaque no cenario mundial.

Esse modelo de desenvolvimento vem gerando impactos sociais e ambientais
de curto, médio e longo prazos, os quais séo custeados por toda a populacdo por
meio de gastos publicos com recuperacdo de areas contaminadas, prevencao,
diagndstico e tratamento de intoxicacdes agudas e cronicas. De acordo com estudo
publicado pela Universidade de Oxford em 2013 o Brasil passa a ser considerado o
maior consumidor mundial de agrotéxicos, seguido pelo Estados Unidos da América.
Embora seja considerado um dos maiores consumidores de agrotoxicos, o Brasil
segundos dados da Abquin a venda de agrotoxicos sofreu um declinio no ano de
2017, declinio causado em decorréncia da crise econémica mundial que ocorreu no
periodo. (ASSOSIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA QUIMICA, 2017; BARBOSA;
ABREU, 2014).

A constatacdo do uso excessivo de agrotoxicos esta diretamente relacionada
a saude publica, seja na funcdo dos riscos a saude humana, seja na contaminagao
do meio ambiente, e que sdo atualmente responsaveis pelo comércio de bilhdes de
dolares em todo o mundo.

A utilizacdo destes compostos quimicos, que por um lado gera beneficios, por
outro, é responsavel pela contaminacédo do solo, agua e alimentos. A determinacgao
de residuos de agrotdéxicos em amostras ambientais € importante devido ao risco
gue estes compostos oferecem a saude humana, além da sua persisténcia no meio
ambiente e tendéncia de bioacumulagdo (PRESTES et al., 2009a).

E de notorio saber que o consumo desses residuos s&o altamente maléficos

ao corpo humano, refletindo em patologias gastrointestinais, dérmicas, hepaticas, re-
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nais, neuroldgicas, alérgicas, bem como a reducdo da imunidade, alteracbes de
humor, diabetes, hipotiroidismo, infertilidade, abortos, cancer, malformagdes fetais e
até alteracao do DNA.

O Brasil vem se destacando cada vez mais no cenario mundial na producao
de alimentos, principalmente para exportacdo de frutas in natura. Este avang¢o na
producdo e produtividade estd relacionado diretamente a introdugdo de novas
variedades e ao aprimoramento dos sistemas de producdo e como consequéncia
tornando-os mais modernos.

Com o crescente uso de agrotéxicos na producdo agricola e a consequente
presenca de residuos acima dos niveis autorizados nos alimentos. No ano de 2001
foi criada no Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), um
programa denominado Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos (PARA)
visando monitorar a quantidade de residuos de agrotoxicos encontrados em diversas
culturas.

De acordo com o ultimo relatério de atividades do PARA publicado em 2016
no balanco geral das 12.501 amostras de 25 alimentos de origem vegetal
representativos da dieta da populacdo brasileira: abacaxi, abobrinha, alface, arroz,
banana, batata, cebola, cenoura, feijao laranja, maca, morango, pimentao, tomate,
por exemplo, foram pesquisados até 232 agrotdxicos diferentes nas amostras
monitoradas.

Neste contexto, 0 uso excessivo de agrotdxicos pode ocasionar impacto
ambiental, contaminacdes e preocupacdes com o bem-estar dos consumidores que
podem estar ingerindo alimentos contendo residuos em concentracfes superiores
aos limites maximos de residuos (LMR) permitidos, com a saude dos trabalhadores
rurais, tanto pela exposicao excessiva como pela falta de cuidados basicos, e com a
exigéncia de certificacdo de qualidade dos alimentos para exportacdo que contribui
para a expansao econdmica nacional.

O LMR é definido como a quantidade maxima de residuos de agrotoxicos
oficialmente aceita para a cultura, desde a sua producédo até o consumo, expressa
em partes de agrotéxicos por milhdo de partes de alimento (mg kg), sendo que,
estes valores sao fornecidos pelos 6rgdos reguladores nacionais ou internacionais.

No Brasil, a cultura do morangueiro destaca-se pela sua importancia

socioeconémica e ambiental nas regides onde ela se desenvolve, pois emprega um
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grande contingente de mao-de-obra e exige constante irrigacédo e rigoroso controle
fitossanitdrio, com um grande impacto sobre o meio ambiente, a populacdo
consumidora ou ndo e o0s seres vivos que compartiiham o mesmo ambiente da
producdo agricola desse fruto ou aqueles para os quais 0s agrotoxicos foram
lixiviados com o decorrer do tempo.

Neste contexto, a presenca de uma diversidade de abelhas nas flores do
morangueiro melhora a produtividade, a qualidade e até aumenta a durabilidade da
fruta. Estudos demonstram que morangos polinizados por diferentes espécies
desses insetos sdo mais pesados (possuem maior massa fresca), apresentam
menos deformacdes, coloracdo vermelha mais intensa e atingem grades de
classificacdo comercial mais elevadas. Eles também sdo mais firmes e apresentam
maior tempo de prateleira.

Assim a apicultura € considerada uma atividade importante para o setor
agropecuario em nivel nacional. Além disso, € uma das atividades capazes de
causar impactos positivos, tanto sociais quanto econdémicos, 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 a manutencdo e desenvolvimento das
faunas e floras da biodiversidade nacional.

As abelhas sdo consideradas os principais agentes polinizadores dos
vegetais, sendo a mesma responsavel pela producéo de muitas culturas por meio da
polinizacdo. A polinizacéo consiste no transporte do grao de pdélen para o estigma da
flor ou com a transferéncia dos graos de pdlen na antera de uma flor para o estigma
de outra flor de outra espécie ou da mesma espécie, e cCoOmo recompensa 0S
vegetais e as flores produzem substancias adocicadas para as abelhas. O pélen é
de extrema importancia para as abelhas, pois € utilizado como fonte proteica na sua
dieta (SOUZA; EVANGELISTA-RODRIGUES; PINTO, 2007) .

O setor apicola vem desenvolvendo esfor¢co de organizacéo e aprimoramento
técnico com vista ao aprimoramento da utilizacao racional de colmeias para fins de
polinizacdo de espécies arboreas e de interesse agricola, visando a compreensao
das propriedades do mel nacional, da melhoria das técnicas de a melhoria da

técnica de manejo, do fortalecimento da cadeia produtiva como um todo e da
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comercializacdo nacional e internacional dos produtos derivados das abelhas
(ABEMEL, 2015).

O mel é um produto natural amplamente utilizado para fins nutricionais e
medicinais, por isso, necessita de uma andlise segura que confirme sua origem,
assim como leis que controlem e regularizem a produc¢do, manipulacao, esterilizacao
e rotulagem AL-WAILI et. al 2012.

Ao longo dos anos a densidade populacional de muitos polinizadores esta
sendo reduzida a niveis que podem reprimir os servicos de polinizacdo dos
ecossistemas naturais e agricolas e afetando a prépria manutencao da capacidade
reprodutiva de plantas silvestres (RICKETTS et al., 2008).

Véarias causas podem ser responsaveis pelo declinio da populacdo de
polinizadores em areas agricolas, dentre essas possiveis causas tem-se o0
desmatamento de areas com vegetacdo nativa para a implantacdo e/ou expansao
de cidades (hiperurbanizacéo) ou areas agricolas, e o inadequado uso de praticas
de cultivo, dentre as quais se destaca a utilizacdo abusiva de agrotoxicos,
principalmente nas extensas areas de monocultivo (AHMAD et al., 2006).

O monitoramento de residuos de agrotoxicos em amostras ambientais requer
a utilizacdo de métodos analiticos confiaveis, de forma a garantir a identificacéo e a
guantificacdo destes residuos.

Segundo VEKEY (2001), a cromatografia combinada com diferentes técnicas
de deteccédo € um dos melhores e mais utilizados métodos analiticos, tendo em vista
gue combina as vantagens de alta seletividade e eficiéncia na separacao
cromatografica, potencializada quando utilizada com a espectrometria de massas
em série (MSMS), sendo as técnicas analiticas mais importantes na determinacao
de residuos de agrotoxicos.

Neste ambito, a analise de residuos de agrotdxicos em amostras de morango,
abelha e mel apicola é de extrema importancia em termos de seguranca e do
equilibrio ambiental. Assim, o presente trabalho teve como objetivo a otimizacdo e
validacdo de um método multirresiduos de extracdo para abamectina e
difenoconazol, com posterior andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas em série (LCMSMS).

O método proposto foi aplicado para analise de amostras de morango, abelha

e de mel apicola do municipio de Bom Repouso- MG. Este estudo torna-se relevante
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devido a existéncia de poucos trabalhos cientificos sobre a extracdo simultanea de
residuos de abamectina e difenoconazol nas matrizes supracitadas. Além disso, este
trabalho contribuird para o desenvolvimento de método analitico validado
empregando técnicas modernas de extracdo e determinacdo de residuos de
agrotoxicos e por LCMSMS. Por este motivo, monitorar as possiveis contaminagfes
em amostras de alimentos tornou-se um assunto de extrema relevancia, devido ao
risco que estes compostos oferecem a salde humana, além da persisténcia no meio

ambiente e tendéncia de bioacumulag&o.

2 Material e método

2.1 Area de estudo

O estudo foi desenvolvido com uma amostragem de campo baseada nas
problematicas reais que ocorrem no municipio de Bom Repouso, localizado no
estado de Minas Gerais (MG), regido do sudeste brasileiro. As especificacbes
metodoldgicas adotadas e descritas sdo fundamentadas nas caracteristicas locais e
nas praticas agricolas adotas nessa regiao.

A cidade de Bom Repouso possui area total de 231 km? e esta localizada no
alto da serra da Mantiqueira (Brigante & Espindola, 2003) pertencendo a bacia
hidrografica do Rio Grande, formada pelos afluentes mineiros, rio Mogi-Guagu e
Pardo. O municipio se localiza em uma regido de montante de grande potencial
hidrico cujo levantamento (Cunha, 2009) indica que o local abrange cerca de 1.000
nascentes, sendo que 759 foram catalogadas somente dentro do municipio. Dentre
estas, a 1.594 m de altitude estd a nascente do rio Mogi Guacu, rio de grandes
dimensdes, de comprimento total de 473 km e area de drenagem total de 17.450
km2. A margem esquerda estdo seus efluentes: rio Espraiado, rio Eleutério, rio do
Peixe, Rio Cachoeirinha e rio das Antas, enquanto na margem direita destaca-se o
rio Jaguari Mirim.

Além da riqueza hidrica caracteristica desta regido, 0 municipio apresenta
contribuicdo agricola ocupando importante posi¢cdo nacional no cultivo de morangos,
cuja producao representa 40% do montante comercializado nacionalmente (Brigante
& Espindola, 2003). Juntamente a intensa atividade agricola esta a ampla aplicacao

de defensivos associados a melhoria do potencial de producéo agricola. Neste local,
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0S agroquimicos mais utilizados sdo o acaricida a abamectina como ingrediente
ativo, e o fungicida difenoconazol.

Nesse contexto, o local selecionado (Figura 4) foi utilizado como base para o
estudo dos compostos devido ao seu amplo uso nas lavouras produtoras de
morango e com a finalidade de se obter dados reais da sanidade das amostras

coletadas de morango, abelhas e mel.

Figura 4: Mapa indicando a localizacdo do municipio de Bom Repouso, MG (em destaque) e demais
municipios adjacentes
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Fonte: Espindola & Brigante, 2009.

2.2Instalacdo das colmeias

As abelhas utilizadas nesse projeto foram a Tetragoniscaangustula —jatai,
espécie de abelha indigena sem ferrdo. Esta espécie apresenta comportamento
docil e é de conducdo relativamente facil. Elas se adaptam facilmente a caixas

racionais, que € uma caixa de madeira, estrutura artificial que fornece condi¢do para
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o crescimento da colmeia (Figura 5). Para a avaliacdo da contribuicdo do ambiente
no mel e nas proprias abelhas, foram avaliados os produtos das colmeias de seis
locais dentro da area do plantio de morango. Nas plantacdes, locais onde nao pré
existiam as caixas racionais com as colmeias de abelha jatai, as colmeias sadias
inseridas nos locais foram adquiridas em meliponario isento dos agrotoxicos objetos
de estudo. Anterior a instalagéo dessas colmeias foram retirados o excedente de mel
e polen, obrigando as abelhas a fazerem novas coletas. Apenas apoés seis meses de

instalacdo € que se iniciaram as amostragens de mel e abelhas.

Figura 5: Caixa racional implantada no local do experimento

Fonte: Autoria prépria

As caixas racionais foram instaladas nos locais com a entrada voltada para o
nascer do sol, instaladas de forma firme e estavel, ao ar livre, sobre cavaletes ou
suportes, protegidas da chuva com telhas de barro ou brasilite, seguindo as
orientacdes de (FABICHAK, 2000).
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2.3Coleta das amostras

A coleta do mel e das abelhas foram feitas em dias relativamente quentes
com temperatura em torno do 23°C, sem ventos fortes e sem chuva, buscando evitar
gue as colmeias ficassem expostas as variagbes climaticas que poderia ocasionar a
ocorréncia de doencas. Durante as amostragens foi avaliada a existéncia de vespas
pilhadoras de mel, ou formigas que comumente atacam a colmeia. Em caso da
presenca de insetos e &caros indesejaveis foram realizadas praticas naturais para
combaté-los. O mel das abelhas sem ferrao é disposto de maneira diferente da Apis,
ao invés da estrutura hexagonal, eles sdo armazenados em potes pequenos e
individuais.

O mel é armazenado em diferentes potes o que facilita a coleta desses
produtos. As primeiras coletas de mel foram realizadas com o auxilio de seringas
descartaveis, mas foi observado que muito do mel ainda ficava dentro dos potes. o
esquema de conjuntos de potes e a estrutura da colmeia estdo representados
naFigura 6Figura 5. Dessa forma, as coletas passaram a ser realizadas coletando-se
o conjunto de potes, chamado de cachos. Os cachos com mel foram coletados de
forma aleatoria formando amostras compostas.

No campo, as amostras foram colocadas em tubos tipo falcon transparentes e
identificados, reservando 50% do mel na colmeia, a fim de garantir a manutencéo e
o alimento das abelhas principalmente no periodo de inverno, as abelhas da espécie
Tetragoniscaangustula — jatai foram coletadas utilizando potes plasticos com
diametro de 5 cm (Figura 7) conectados na entrada das colmeias. Em cada pote
plastico foi coletado por volta de £ 10 abelhas, as amostras foram mantidas em caixa
de isopor contendo gelo e levado ao Laboratdrio de Quimica Analitica Aplicada a
Medicamentos e a Ecossistemas Aquaticos — QAAMEA, da Universidade de Séo
Paulo, campus Sao Carlos. No QAAMEA as amostras de mel coletadas foram
retiradas dos potes e transferidas cuidadosamente para frascos plasticos
previamente identificados, conservadas sobre refrigeracdo até o dia anterior a
analise.

As amostras foram coletadas e armazenadas em tubos tipo falcon
identificados. No laboratério, foram transferidas para frascos plasticos identificados e

mantidas em freezer até o dia da analise.
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Figura 6: Representacdo esquematica do designer da caixa empregada no presente estudo com a
abelha Jatai (Tetragonistaangustula).
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Fonte: (Modificada da Embrapa, site: http://mel.cpatu.embrapa.br/criacoes/caixas).

Figura 7: Sistema de coleta das abelhas Jatai (Tetragonistaangustula).

Fonte: Autoria propria

A coleta das amostras de morango foi de maneira a circular no minimo 6
plantas representativas da area (rua de plantio), e foram excluidas aquelas que se
encontram nas extremidades (bordadura). Foi coletado frutas de todas as suas
partes (superior, mediana, inferior), inclusive as expostas e protegidas pelas

folhagens. A quantidade a ser coletada foi determinada pela densidade de frutas na
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planta, coletou-se mais frutas onde estava mais carregado, além de selecionar frutas
grandes e pequenas, mas nao tdo pequenas ou danificadas que ndo possam ser
comercializadas de acordo com a Figura 8.

Figura 8: Etapas da coleta das amostras de morango (A) coleta do fruto, (B) amostra composta, (C)
retirada das sepalas e (C) acondicionamento das amostras para analises

S K

Fonte: Autoria prépria

3 Solventes, reagentes e padrdes analiticos

Os reagentes e os solventes utilizados no preparo de amostra, preparo e nas
analises cromatograficas foram grau HPLC, respectivamente. Acetonitrila, foi obtido
da Tedia® (Ohio, USA), acido férmico com pureza de 98% foi adquirido da Sigma-
Aldrich (Alemanha), sulfato de magnésio anidro da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil),
cloreto de sédio da Ecibra (S&o Paulo, Brasil) e PSA (40 um) da Varian (California,
USA), C18 (50 um) da J. T. Baker (USA). A agua ultrapura foi obtida no sistema Milli-
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Q Plus system da Millipore (Massachusetts, USA) com 18,2 MQcm de resistividade e
foi usada para preparar todas as solucdes e as fase movel.

Os agrotoxicos empregados neste trabalho foram selecionados por constarem
nas listas dos Orgdos reguladores nacionais e/ou internacionais e apresentarem
valores de LMR definidos para cultura do morango. Ainda como critério, foi utilizado
as classes quimicas diferentes como: avermectina, e triazol, sendo essas a
utilizadas no em larga escala no municipio de Bom Repouso MG.

Os agrotoxicos selecionados foram adquiridos da Sigma-Aldrich todos com
pureza maior que 99%.

Na Figura 9 encontram-se as caracteristicas fisico-quimicas como, coeficiente
de particio (Kow), estrutura molecular, grupo quimico, classe, classificacao
toxicolégica e LMR dos agrotéxicos estudados neste trabalho. Os valores de LMR
estabelecidos pelas agéncias reguladoras, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), CODEX Alimentarius e Unido Européia (EU), apresentam grandes
diversidades de valores, assim como também n&o h& concordancia entre os

agrotoxicos que sao ou nao autorizados para utilizar em morango.
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Figura 9: Caracteristicas fisico-quimicas e LMR dos agrotéxicos empregados na cultura do morango.
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Os valores de LMR foram utilizados para estabelecer os valores das concentracdes
a serem estudados neste trabalho, sendo que, o objetivo primordial é atingir valores
inferiores aos LMR estabelecidos.

3.1 Preparo das soluc¢des padréo

A solucdo estoque individuais de cada agrotoxico foi preparada em
acetonitrila na concentragdo de 1 mg L* diluidas em ACN:H2O (50:50 v/v), neste
preparo foi considerado a pureza analitica de cada agrotéxico analisado. A
partir da solucdo estoque, foram realizadas diluicdes adequadas para preparar as
solugbes de trabalho. Solugdes estoques individuais foram preparados pela
solubilizagédo dos analitos em acetonitrila.

Objetivando reduzir o manuseio das solucdes estoques individuais, as
solucdes intermediarias individuais foram preparadas nas concentracdes: de 0,01;
0,25; 0,50; 0,75; 1,0 mg Ltem acetonitrila.

Estas solugcbes consistiram em uma mistura de todos os agrotoxicos em
acetonitrila e foram utilizadas na fortificacdo dos brancos da amostra para obtencao
dos parametros analiticos de validacéo. As solucdes foram estocadas em freezer a -
18 °C, sendo que as solucdes estoque foram armazenadas por até trés meses e as

solucdes de trabalho foram preparadas semanalmente.

3.2 Preparo de amostra para extracdo de residuos de agrotoxicos em alimentos

Devido as baixas concentracdes (ug kg e ng kg!) em que os contaminantes
sdo encontrados no ambiente é imprescindivel que sejam desenvolvidos métodos de
preparo de amostrasque possam isolar e concentrar os analitos.

O monitoramento de residuos de agrotéxicos é feito empregando uma técnica
de preparo de amostra, visando a extracdo dos analitos e o clean-up dos
interferentes, associado a uma técnica de determinacdo dos agrotoxicos que
engloba separacao, identificacdo e quantificacdo dos analitos, e caso necessario,
confirmacdo do resultado para uma andlise mais segura, sendo a cromatografia
liquida (LiquidChromatography - LC) e a cromatografia gasosa (GasChromatography
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- GC) as mais utilizadas nas andlises de residuos de agrotdéxicos em alimentos
(Cajka et. al., 2008).

No desenvolvimento de um método analitico de andlises de multirresiduos de
agrotéxicos em alimentos, uma etapa que deve ter uma atencdo maior € o preparo
de amostra, uma vez que analisa matrizes complexas contendo analitos com
propriedades fisico-quimicas diversificadas e em concentragfes baixas, que séo
algumas das adversidades a serem superadas, além disso, compreendem etapas
laboriosas, que demandam tempo, sdo de custo elevado e geram grandes
guantidades de residuos toxicos (Prestes, Friggi, Adaime, & Zanella, 2009).

A andlise de residuos de agrotoxicos teve inicio na década de 60, com
determinacdes de organoclorados. Na década de 70 foram introduzidas mudancas
no método para ampliar o intervalo de polaridade dos compostos analisados, que se
estenderam para os organofosforados e nitrogenados; e nas décadas posteriores,
comecgaram a surgir preocupagdes com a utilizagdo dos solventes clorados e com a
guantidade de residuos gerados na etapa de extracdo, exigindo mudancas nas
técnicas de preparo de amostra. (Anastassiades, Lehotay, Stajnbaher, & Schenck,
2003).

Embora seja descrito na literatura a existéncia de varias técnicas de preparo
de amostras para alimentos, € imprescindivel que o analista deva levar em
consideracdo parametros que visa a garantir a integridade fisica e quimica do
material coletado, e que possa optar por uma técnica de extracdo que proporcione
um numeros e classes de agrotoxicos, limites de quantificacdo que devem ser
atingidos e composicdo da amostra a ser analisada. O preparo de amostra
apresenta vantagens e desvantagens que vao depender de: volume de solvente,
extracdo de coextrativos, uso de solventes ndo clorados, quantidade de amostra,

extracdo especifica ou seletiva, processamento manual ou automatizado.
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4 Aplicagdo do método QUEChERS na determinacdo de agrotoxicos em
morango, abelha e mel

O desenvolvimento do método de preparo de amostra € uma das etapas mais
importantes e trabalhoso na determinacgéo de residuos de agrotoxicos em alimentos.
Para selecionar o método de preparo de amostra foram testadas as trés versdes: (A)
Original, (B) acetato e (C) citrato.

Para avaliacdo dos métodos foram utilizadas concentracdes dos agrotéxicos
de 0,01; a 1,0 mg L?, que foram adicionadas em amostras de morango, abelha e
mel segundo o procedimento geral mostrado naFigura 10.

Figura 10: Fluxograma geral do QUEChERS empregado nas analises de morango, abelha e mel.

7 N
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- 1mL sobrenadante
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Fonte: Adaptado de Prestes, 2011
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A versdo do método QUEChERS mais adequada e com as devidas
modificacbes foi selecionada para extracdo de multirresiduos de agrotéxicos em
morango, abelha e mel e empregada nos experimentos posteriores. A fortificagéo
dos brancos das amostras, com os padrdes analiticos, foi feita no inicio da primeira

etapa experimental.

5 Condi¢des cromatograficas utilizadas em cromatografo a liquido acoplado
em um detector com arranjo de diodos (LCDAD)

As condi¢cdes cromatograficas para analise de residuos de agrotoxicos em
alimentos foram predefinidas utilizando um cromatografo a liquido Agilent série
1200, equipado com coluna Zorbax Eclipse Plus-C18 (4,6 x 100 mm; 3,5 um). O
sistema €& composto por um injetor automatico, bomba quaternaria, sistema
desgaseificador, detector UV-Vis com arranjo de diodos e software ChemStation
(ver. B.03.01) para aquisi¢cao e processamento dos dados.

A fase movel consistiu em agua purificada (A) e acetonitrila (B), ambos
contendo 0,1 % de acido férmico, utilizando o gradiente de eluicdo conforme Tabela
1. Como fase movel, utilizou-se agua purificada contendo 0,1% de acido formico (A)
e acetonitrila mais 0,1% acido férmico (B), conforme o gradiente utilizado naTabela
1, com um volume de amostra injetado de 1 mL 2.

Tabela 1: Gradiente de eluicdo da fase mével utilizado na andlise cromatogréafica dos agrotoxicos em
amostras de morango, abelha e mel no sistema LCDAD.

Tempo A (H.O + 0,1 % Ac. B (ACN + 0,1 % Ac.
(min) Férmico) Férmico)
(%) (%)

0 30 70
3,0 35 65
5,0 40 60
8,0 45 55
12,0 60 40
15,0 65 35
15,1 70 30
20,0 80 20
30,0 100 0

Fonte: Autoria prépria

A vazdo utilizada no método foi de 1 mL min -1, volume de injecdo de 20uL e

temperatura do forno de 25°C. A sele¢do dos comprimentos de onda foi feita por
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meio da andlise de amostras individuais, na concentracédo de 1 mg L, a varredura
foi feita entre 200 e 300 nm e os comprimentos de onda monitorados variaram
conforme a maxima absorbancia dos analitos (Tabela 2).

Tabela 2: Comprimentos de onda selecionados para analise dos compostos
estudados

Padrdes Analiticos Comprimento de onda (nm)
- Font
Abamectina 245 o
Difenoconazol 230 Auto

ria

propria

6 Desenvolvimento do meétodo de extracdo para a analise de residuos de
agrotéxicos em morango, abelha e mel

Os meétodos de preparo de amostra propostos neste trabalho foram
desenvolvidos com base em trabalhos da literatura para determinacdo multirresiduos
de agrotéxicos em alimentos: QUEChERS original ANASTASSIADES et al., 2003),
QUECHhERS acetato (LEHOTAY et al., 2005), QUEChERS citrato (ANASTASSIADES
et al., 2007).

Devido as dificuldades de quantificacdo dos analitos em estudo em amostras
ambientais, € imprescindivel que seja desenvolvido um método de preparo de
amostras que possa isolar e concentrar os analitos. Assim, neste trabalho foram
feitas modificacdes no método QUEChERS original, proposto por ANASTASSIADES
et al. (2003).

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 para as
amostras de mel foi adicionado agua. Esta etapa é comumente utilizada para

matrizes que apresentam baixo teor de agua (MASTOVSKA et al., 2010).
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Desta forma, as (Figura 11, Figura 12 e Figura 13) apresentam o0s testes

preliminares que tiveram por objetivo encontrar as melhores condigdes de extragao

dos compostos em estudo. Os ensaios foram

fortificagOes, na concentragdo de 1,0 mg kg

realizados em triplicata de

1 Destes, o teste com melhores

resultados foi avaliado quanto a recuperacdo, exatiddo, precisdo em diferentes

concentracdes para a validacdo do método com suas devidas modificacdes.

Os ensaios foram novamente realizados em triplicata de fortificagdes, nas

concentracdes de 0,01; 0,5 e 1,0 mg kg

Figura 11: Representagdo esquematica do ensaio 1 (método QUEChERS modificado) para analise

de residuos de agrotdxicos em amostras de morango, abelha e mel.
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Fonte: Autoria prépria
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Figura 12: Representagdo esquemética do ensaio 2 (método QUEChERS modificado) para analise
de residuos de agrotéxicos em amostras de morango, abelha e mel.

10 mL!
5 gmorango Acetonitrila
\ Vértex
1 min 4000 RPM
10 min

Tubo com
150 mg MgSO«
50 mg C18

Fonte: Autoria prépria

Figura 13: Representacdo esquematica do ensaio 3 (método QUEChERS modificado) para analise
de residuos de agrotéxicos em amostras de morango, abelha e mel.
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Fonte: Autoria propria
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Em um segundo momento, a etapa de limpeza do extrato foi avaliada. Apos a
extracdo utilizando o método QUEChERS modificado, os extratos foram submetidos
a etapa de limpeza, avaliando-se diferentes peso do sorventes, conforme Tabela 3.
Os testes de 1 a 10 foram avaliados em termo de recuperagcdo dos compostos em
estudo. Os ensaios foram realizados em triplicata de fortificagbes, na concentragéao
de 1,0 mg L. Todos os testes foram realizados nas matrizes morango, abelha e
mel.

Para avaliar a capacidade de limpeza e concentracdo do método QUEChERS
foram coletadas amostras de morango, abelha e mel do municipio de Bom Repouso
MG. Este municipio foi escolhido devido a sua importancia na producéao de morango
a nivel estadual e nacional. Quanto ao uso do solo 280 ha sao utlizados para a
producéo de morango (Andrade e Brandao, 2013).

As amostras foram coletadas e armazenadas em caixas térmicas contendo
gelo permanecendo por cerca de 24 h, apés foram retiradas da caixa térmica e
permanecendo em temperatura ambiente até 0 momento da aplicacdo do método de
extracdo. Este método consistiu na adicdo de 5,00 g de amostra de morango, 5,00 g
de amostra de mel e 0,3 g de amostra de abelha jatai pesados diretamente em tubos
de polipropileno com capacidade para 50 mL! e com tampa rosqueada a 10,00 mL™
de acetonitrila (ACN), os quais foram agitados durante 1 minuto em vértex
(extracdo). Posteriormente, foram adicionados 4,00 g de sulfato de magnésio anidro
(MgSO0Oa4) e 1,00 g de cloreto de sodio (NaCl), sendo agitados em vortex por 1 minuto
e levados a centrifugacdo durante 15 minutos a 4000 rotacdes por minuto (rpm)
(particéo).

Apés o periodo de centrifugacdo, 4,00 mL! do sobrenadante foram
transferidos para tubo de polipropileno com capacidade de 15 mL, contendo 150 mg
de MgSO4, 25 mg de fase PSA, levado a agitagdo por 1 minuto, seguido de
centrifugacdo durante 5 minutos a 4000 rpm (clean-up). Do sobrenadante,
aproximadamente 4,00 mL, foram retiradas aliquotas de 1,00 mL e estas foram
secas em fluxo de nitrogénio (Figura3). Em seguida as amostras foram
ressuspendidas em solucdo de ACN, em 1,00 mL*? (concentracdo da amostra),
sendo entdo filtradas em filtro de celulose regenerada (RC 25 mm 0,45 pm) e
procedendo a analise em LCMSMS.
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Tabela 3: Relagéo dos testes realizados para analise de remog¢ao dos coextrativos para 4 mL de
extrato

Font
Ensaios MgSOa4 (mg) C18 (mg) PSA (mg) e
Autor
1 150 25 - la
propr
2 150 25 25 ia
3 150 - -
4 150 - 25
.
5 150 25 50 alid
6 150 50 25 sga
7 150 50 - do
8 150 ; 100 met
odo
9 150 100 100
10 150 100 -

Para garantir que um método analitico é capaz de gerar informacdes
confiaveis e interpretaveis ele deve ser submetido a uma série de estudos
experimentais denominados validacdo. As agéncias reguladoras do Brasil e de
outros paises tém estabelecido documentos oficiais que contém as diretrizes a
serem adotadas no processo de validacdo que possibilitem a obtencdo, de forma
clara e objetiva, de evidéncias de que um método analitico € adequado para 0 uso
desejado. As variaveis utilizadas na validacdo de métodos sdo conhecidas como
parametros analiticos de validacdo e algumas vezes como figuras analiticas de
mérito. S&o elas: seletividade, linearidade, faixa linear, precisdo, exatidao, limite de
deteccéo, limite de quantificacéo e robustez.

Considerando a necessidade de validacdo do método analitico para analise
de multirresiduos de agrotoxicos em amostras de alimentos por LCMSMS, os
parametros analiticos de validacdo ou figuras de mérito considerados mais
importantes e usuais propostos nos guias das agéncias reguladoras internacionais,
como seletividade, limites de deteccado LD), limite de quantificacdo (LQ), linearidade,
precisao e exatidao (recuperacao).

As formas de obtencdo e os critérios de aceitacdo foram baseados,
principalmente, no guia Sanco por ser bem elaborado e direcionado para estas

andlises.
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7.1 Seletividade

A seletividade representa a capacidade do método em discriminar entre o
analito e as substancias analogas como, metabdlitos, isdmeros, componentes da
matriz e entre outros, que sado considerados interferentes da amostra. O termo
seletividade pode ser confundido com especificidade, sendo que o método seletivo
analisa um grupo de compostos com uma caracteristica em comum, com distin¢éo
entre eles, enquanto a especificidade é a capacidade de diferenciar um Unico analito

de todos os componentes na amostra.

7.2 Limite de deteccéao (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

O limite de deteccdo € a menor concentragcdo do analito na matriz, na qual
ocorre uma identificagcdo positiva e ndo quantitativa, que pode ser atingida sob
condicBes experimentais estabelecidas. A determinac&o do limite de deteccdo como,
do método baseado nos parametros da equacdo da reta da curva analitica, das
medidas de disperséo dos brancos da amostra ou da razao sinal/ruido 3:1.

O limite de quantificacdo (LQ) € a menor concentracdo do analito na matriz
gue pode ser quantificada sob condicdes experimentais estabelecidas. Pode ser
determinado da mesma forma que o limite de deteccédo, porém com razéo sinal/ruido
10:1.
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7.3 Linearidade

A linearidade € obtida pela resposta do sinal do detector em funcédo da
concentracdo do analito, sendo que, a faixa linear € definida como o intervalo no
qual a sensibilidade pode ser considerada constante ou a resposta do detector é
diretamente proporcional a concentracao.

As curvas analiticas utilizadas para a quantificacdo dos analitos foram
preparadas em amostras de morango, abelhas e mel, por meio da fortificagdo com
os analitos antes da extracdo. As concentracdes dos analitos variaram de 0,01 a 1,0
mg L, totalizando cinco niveis de concentracdo. Para cada nivel de concentracdo
da curva foi preparado em triplicata.

7.4Precisao e exatidao

A precisdo descreve o grau de concordancia ou dispersao entre os resultados
obtidos de uma mesma amostra em condigdes definidas. A preciséo foi avaliada em
termos de repetitividade ou repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade,
A precisao intradia do método foi determinada em trés niveis de concentracao: baixo
(0,01 mg L), médio (0,5 mg L?) e alto (1,0 mg L1). Cinco réplicas foram feitas para
cada nivel, e os resultados foram expressos como estimativa do desvio padrao
relativo (RSD) ou coeficiente de variacdo (CV).

O desvio padrédo e o CV foram obtidos utilizando-se das equacbes 1 e 2,

respectivamente.
s = /2(2‘—:‘)2 Equacédo 1
cV = %X 100 Equacao 2
Onde:
Xi = valor individual X = média aritmética
n = nimero de medi¢des s = estimativa do desvio padréo

A exatiddo do método comparacdo com os resultados obtidos por outro
métodos analiticos de referéncia e pelo parametro da recuperacdo, que pode ser
estimado pela comparacédo entre as intensidades dos sinais analiticos em amostras
adicionadas de solucdes de padrbes, também conhecida como fortificacdo ou

"spiking”, antes e apdés 0 preparo da amostra ou pode ser realizado pela
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determinacdo da concentracdo da amostra fortificada antes do preparo de amostra
pela equacdo da reta construida com o extrato final da amostra também foi
calculada em trés niveis de concentracéo (0,2 mg L%, 0,5 mg Lte 1,0 mg L?).

A recuperacédo pode ser calculada utilizando-se a Equacéo 3.

area (fortificagdo branco da matris)

Exatidao = X 100 Equacéo 3

area (fortificagdo extrato final)

7.5 Efeito matriz (EM) e recuperacdo do método (RM)

O EM pode ser avaliado pela razdo da resposta analitica do extrato final da
amostra, que foi fortificado com a solucao dos agrotéxicos, pela solugao dos padroes

em solvente, na mesma concentracédo. O EM pode ser calculado pela Equacéo 4.

drea (fortificacdo extrato final) X 100

EM (%) =

Equacao 4

area (padrao em solvente)

A recuperacdao foi calculada utilizando-se a Equacéo 5.

area (fortificagdo branco da matris) X 100

R (%) =

Equacdo 5

area (fortificacdo extrato final)
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8 Resultados e discussao

8.1 Determinacdo das condi¢cbes cromatograficas empregado por
LCMSMSpara determinacdo de difenoconazol e abamectina em morango,
abelha jatai e mel

As condicdes cromatogréficas pré-estabelecidas no LCUVDAD foram
utilizadas como base para a definicdo do método e com os parametros do detector
otimizados foram verificadas novamente as transicdes de quantificacdo e
confirmagédo, que sdo recomendadas na analise de multirresiduos, para garantir uma
determinacao analitica mais segura.

Para melhorar a sensibilidade e a seletividade do método analitico, foram
ajustadas as condicbes cromatograficas ja estabelecidas para 0 seu uso em um
cromatografo a liqguido acoplado a um detector de espectrometria de massas
(LCMSMS). Para isto, foi utilizado um cromatografo Agilent 1200 equipado com
bomba quaternaria, amostrador automatico de alta eficiéncia e detector de diodo
Agilent 1260 acoplado com espectréometro de massas 3200 QTRAP - SCIEX (Linear
lon TrapQuadrupole LC/MS/MS Mass Spectrometer) com fonte de ionizagdo por
eletrospray (ESI).

Utilizou-se também a coluna Nucleodur 100-5um C8ec (250 x 4,6mm) da
Macherey-Nagel. Foi usada uma vazao constante de 1 mL min-1, um volume de
injecdo de 20 pL e se manteve a coluna a uma temperatura de 20 °C. A fase mével
consistiu em agua purificada (A) e acetonitrila (B), ambos contendo 0,1 % de acido

férmico, utilizando o gradiente de eluicdo conforme Tabela 4:

Tabela 4: Gradiente de eluicdo da fase mével utilizado na andlise cromatogréafica dos agrotdxicos
(difenoconazol e abamectina) em amostras de morango, mel e abelha jatai no sistema LCMSMS.

Tempo (min) A (H20 + 0,1 % Ac. Férmico) B (ACN + 0,1 % Ac. Férmico)

(%) (%)

0 60 40

0,5 60 40

8,0 0 100

12,0 0 100
12,5 60 40
18,0 60 40

Fonte: Autoria prépria

A deteccdo por espectrometria de massas foi feita por meio do experimento

de varredura de Monitoramento de Reag¢fes Multiplas(MRM) baseado nas condi¢des
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utilizadas por Kiljanek et al (2016), utilizando o analisador ion trap linear. Para isto,
realizou-se previamente a otimizacdo das condicdes de ionizacao e parametros da
fonte para os analitos. As condicbes de analise para cada agrotoxico foram
otimizadas individualmente no espectrometro de massas via infuséo direta, usando
solucdes de 1000 pg kg* em acetonitrila:dgua (1:1, v/v) contendo 0,1 % de &cido
formico. A ionizacdo foi obtida por meio de uma fonte de Turbo lon Spray
(electrospray - ESI) operada no modo positivo. Os parametros de operagao do
espectrometro de massas sdo apresentados na Tabela 5e os parametros de
ionizagdo dos analitos na Tabela 5.

Tabela 5: Parametros de operacdo do espectrdmetro de massas para analise dos agrotdxicos
(difenoconazol e abamectina) em morango, abelha jatai e mel no modo positivo.

Parametro Valor
CurtainGas(CUR) 15 psi
Gas 1 (gas nebulizador) 50 psi
Gas 2 (gas aquecedor) 50 psi
lonSpray 5500 V
Fragmentacdo Ativada por Colisédo (CAD) Médio
Temperatura 700 °C

Interface Heater ON

Fonte: Autoria propria

Tabela 6: Pardmetros de ionizagdo dos agrotoxicos (difenoconazol e abamectina) estudados em
morango, abelha jatai e mel no modo positivo

Composto fon precursor > lon Dwell DP EP CEP CE CXP
produto Time (ms) (V) (V) (V) V) V)
895,5 > 751,4 41 8
Abamectina 895,5 > 449,3 60 70 11 30 51 6
895,5 > 327,4 55 4
406,1 > 251 27
Difenoconazol 406,1 > 111,1 60 51 9 16 75 4
406,1 > 75,1 105

Dwell time=Tempo de residéncia; DP=Potencial de orificio; EP=Potencial de entrada;
CEP=Potencial de entrada na cela de colisdo; CE=Energia de colisdo: CXP=potencial de saida
da cela de colisao.

Fonte: Autoria prépria

A Figura 14apresenta um cromatograma obtido por LCUVDAD a partir da
injecdo direta dos padrdes analiticos de difenoconazol e abamectina na
concentracdo de 1,0 mg L.
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O desenvolvimento do método de andlise por LC-MS/MS foi feito por meio da
otimizacdo dos parametros da fonte de ions por andlise em fluxo (FIA) e a
otimizacdo das condi¢des da cromatografia liquida. Assim, foram feitas andlises
preliminares por meio de infusdo direta de solugGes individuais de 1 mg L em
acetonitrila:agua (1:1, v/v) contendo 0,1 % de &cido férmico em um sistema LC-ESI-
QTRAP/MS com ionizagao por eletrospray no modo positivo (ESI +). A infusédo direta
permitie observar uma resposta imediata do sinal enquanto sdo feitas mudancas nos
parametros de massas e, por conseguinte possibilita a otimizacdo da ionizacéo e
fragmentacdo do analito. Desta forma foi possivel determinar a fragmentacéo
ativada por colisao (CAD), o potencial de orificio (DP), o potencial de entrada (EP), o
potencial de saida da cela de colisédo (CXP) e a energia de coliséo (CE).

Por outro lado, as condi¢cfes de ionizacdo do analito sdo melhoradas na analise
de infusdo em fluxo (FIA), pelo que a maior quantidade possivel de moléculas do
analito sdo convertidas para a forma ionizada. Nesta etapa foi possivel otimizar os
parametros do gas de cortina (CUR), o gas nebulizador (Gas 1), o gas aquecedor
(Gas 2), a temperatura do heatere o potencial do spray de ions (lonSpray).

Por fim, se obtiveram os espectros full scan no primeiro quadrupolo (Q1) dos
ions precursores dos analitos e os productionscan no terceiro quadrupolo (Q3) dos
principais produtos. Os espectros de ions fragmentos da abamectina e
difenoconazol sdo apresentadas nas Figura 15e a Figura 16 e na Figura 170s ions
totais.

A quantificacdo dos analitos foi feita no modo Monitoramento de Reacfes
Multiplas (MRM) baseado nas condicfes utilizadas por Kiljanek et. al (2016), onde
foram selecionadas trés transicfes mais abundantes para cada agrotoxico, tomando
a mais intensa como a quantificadora e a segunda como a qualificadora para
confirmacdo. A abamectina foi detectada como m/z 895 ([M+Na]*), mas o ion m/z
873 nao foi detectado. Assim que foi feita ionizacdo da abamectina com 5 mM de
formiato de aménio e observou-se o0 m/z 890 ([M+NH4]*) mais intenso, porém como
os demais compostos foram detectados utilizando &cido formico, decidiu-se
continuar com o acido formico. Na Tabela 4 foram apresentados os parametros de
operacdo do espectrdbmetro de massas e na Tabela 5 foram apresentados os

parametros de ionizac&o dos analitos.
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Figura 14: Cromatograma dos padrdes analiticos de difenoconazol e abamectina na concentragéo de
0,2mg L™
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Fonte: Autoria propria

Figura 15: Espectro de ions fragmentos de m/z 895 (Abamectina, MM=872 g mol™).
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Figura 16: Espectro de ions fragmentos de m/z 406 (Difenoconazol, MM=405 g mol?).
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Fonte: Autorias propria

Figura 17: TIC (cromatograma de fons totais) da solugdo 1,0 mg L, XIC (cromatograma de ions

extraidos) de difenoconazol e abamectina, respectivamente.
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Fonte: Autoria prépria

Devido a elevada seletividade do espectrbmetro de massas € possivel

identificar os agrotoxicos sem necessidade de separa-los completamente, pois 0s
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analitos podem coeluirem sem causar problemas de interferéncia no modo de
aquisicdo MRM, em que se consegue identificar individualmente os analitos, em
canais isolados, mesmo que nao tenham sidos separados totalmente. No entanto, a
separacdo dos picos dos analitos aumenta a detectabilidade no analisador Triplo
Quadrupolo, consequentemente quanto menor o nimero de analitos nas janelas de
aquisicdo do detector, maior serd a area obtida, consequentemente, melhor a
detectabilidade do método analitico desenvolvido.

Como o objetivo de buscar as melhores condicbes de separagao
cromatografica e a obtencdo de um método confiavel de andlise e que alcancasse
os LMR de cada agrotéxico, na ordem de mg kg, para ndo se ter perda significativa
na detectabilidade e para obter o numero minimo de pontos recomendados para
cada pico cromatografico em funcdo do tempo de aquisicdo (dwell time) para o

monitoramento de cada transicao.

9 Validacdo do método

9.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através da comparacdo dos
cromatogramas obtidos por inje¢do do extrato de amostra “branco” e extrato de
amostra fortificada no sistema cromatografico. Esta avaliacdo tem por objetivo
verificar a presenca de interferentes no mesmo tempo de retencédo dos analitos em
estudo. No caso das matrizes em estudo, foi possivel encontrar amostras isentas de
agrotoxicos, ndo sendo necessario descontar a area dos analitos presentes nas
amostras “branco”.

O método desenvolvido é seletivo visto que foi possivel quantificar os analitos
claramente na presenca de outros componentes presentes na matriz. Nenhum pico
interferente sobrepbs-se ou coeluiu-se com o0s compostos de interesse, como
apresentado no cromatograma de ions totais obtidos por LCMSMS, da amostra
“branco” de morango, padrdo analitico e solugdo analitica no extrato do matriz
morango na concentracdo de 1 mg L*(Figura 18), da amostra “branco” de abelha
jatai, padrdo analitico e solucdo analitica no extrato do matriz abelha jatai na

concentracdo de 1 mg L?, (Figura 19) e da amostra “branco” de mel, padrdo
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analitico e solucdo analitica no extrato do matriz mel na concentracdo de 1 mg L,

figura 17.

Figura 18: Cromatograma do ion total obtido por LCMSMS para amostra branco de morango (A),
padrdo analitico (B) e solugdo analitica no extrato da matriz (C), contendo os agrotoxicos em estudo
na concentragdo de 1,0 mg L.
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Fonte: Autoria propria

47



Figura 19: Cromatograma do ion total obtido por LCMSMS para amostra branco de abelha Jatai (A),
padrdo analitico (B) e solugdo analitica no extrato da matriz (C), contendo os agrotoxicos em estudo
na concentragdo de 1,0 mg L.
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Fonte: Autoria propria

Figura 20: Cromatograma do ion total obtido por LCMSMS para amostra branco de mel (A), padréo
analitico (B) e solucdo analitica no extrato da matriz (C), contendo os agrotéxicos em estudo na
concentracdo de 1,0 mg L-1.
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9.2 Lineridade

As curvas analiticas foram construidas para verificar a linearidade do método
desenvolvido. Os dados referentes ao intervalo linear, coeficiente de determinacéo e

equacao de regressao linear para os agrotéxicos sao apresentados naTabela 7.

Tabela 7: ParAmetros relativos as curvas analiticas obtidas para os analitos em estudo

Intervalo Linear
Analitos Equacdo dareta r2
(mg L)
Abamectina (Abelha) 0,01a1,0 Y= 533,6x -339,75 0,9997
Difenoconazol (Abelha) 0,01a1,0 Y= 533,6x -339,75 0,9997
Abamectina (Mel) 0,01a1,0 Y=554,8x - 168,07 0,9979
Difenoconazol (Mel) 0,01a1,0 Y=533,3x —209,05 0,9979
Abamectina (Morango) 0,01a1,0 Y=86,9x - 125,46 0,9956
Difenoconazol (Morango) 0,01a1,0 Y=570,9x -290,43 0,9989

Fonte: Autoria prépria
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Conforme observado na Tabela 7, os coeficientes de determinacdo (r?)
obtidos sdo maiores que 0,99, o que mostra que, o0 modelo € linear no intervalo que

varia de 0,01 a 1,0 mg L™! para todos os analitos.

9.4 Limite de deteccdao e limite de quantificagéo

Neste estudo para as matrizes morango, abelha e mel a faixa de limite de
deteccdo (LD) foi de 0,005 mg L2, enquanto o limite de quantificacdo (LQ) foi de
0,0025 mg L. Estes valores sdo considerados satisfatérios, pois com os limites de
guantificacdo alcancados, consegue-se atingir aos valores maximos permitidos
(LMR) para os agrotoxicos morango, estabelecidos pela legislacdo brasileira,
embora ndo tenhamos registro de LMR para as matrizes mel e abelhas, foram
considerados os LMR de outros o6rgéaos, principalmente SANCO, para verificar a

concentracéo estabelecida pelo método desenvolvido estava abaixo destes valores.
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9.3 Efeito matriz

O preparo da curva analitica foi realizado pela avaliagdo da presenca ou
auséncia do efeito matriz (EM). O EM é gerado pelas interacdes entre analito e
coextrativos da matriz. Esta selecdo fundamentou-se na andlise da sensibilidade do
método ou inclinacdo da curva analitica obtida em padréo analitico e fortificacdo dos
agrotoxicos nas matrizes, no extrato final (depois do preparo de amostra). Pela
Figura 18 pode-se analisar os comportamentos dos agrotdéxicos em amostras de
morango, abelha e mel.

Verificou-se comportamentos distintos dos agrotéxicos selecionados que séo
aplicados na cultura do morango e consequentemente causa a contaminagdo das
abelhas, que ao visitarem as flores do morangueiro coletando polen contaminado e
levando para as colmeias e assim contaminando o mel produzidos por estes insetos.

Os agrotoxicos essencialmente ndo apresentaram efeito matriz, pois todas as
curvas analiticas tiveram comportamentos semelhantes. Imprescindivel evidenciar
gue, a auséncia de efeito matriz pode ser comprovada pela equacao do efeito matriz
(Equacéo 4), com a determinacdo da sobreposicao total das curvas, aquilo que é
muito dificil de ocorrer ou uma porcentagem de EM, de aproximadamente 100%. por
meio.

As caracteristicas fisico-quimicas dos agrotoxicos e do sistema de
determinacdo analitica, que engloba a separacdo cromatografica e os efeitos no
detector por espectrometria de massas, podendo suprimir ou aumentar a ionizagcao
do analito na fonte de ionizacéo, resultando em um menor ou maior sinal medido o
gue afeta a exatiddo do resultado quantitativo. Para garantir um comportamento
mais semelhante possivel entre a curva e as amostras analisadas deve-se construir
a curva na matriz, e assim, optou-se pela curva com fortificacdo no extrato do

morango, abelha e no mel.
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Figura 21: Curva analitica dos agrotoxicos determinados por LC-MS/MS: Curva em padrdo analitico
(azul), Curva com fortificagdo no extrato final (verde) e no branco da matriz (vermelho). (Continua).
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Figura 21: Curva analitica dos agrotdxicos determinados por LC-MS/MS: Curva em padrao analitico
(azul), Curva com fortificagéo no extrato final (verde) e no branco da matriz (vermelho).
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Figura 22:Gréfico de residuos versus a concentragéo dos analitos estudados. (Continua)
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Figura 22: Gréfico de residuos versus a concentra¢@o dos analitos estudados.
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As curvas analiticas para os agrotoxicos abamectina e difenoconazol
apresentaram, por meio da regressao linear, valores de coeficiente de correlacao (r)
> 0,99 e valores de residuos < + 20%. Portanto, a homocedasticidade dos dados foi
confirmada na avaliacdo dos residuos, além disso é evidenciado na figura 15 que os
residuos séo distribuidos de forma aleatéria ao redor do eixo x, o que demostra mais

uma vez que o modelo é linear intervalo 0,01 —1 mg L para todos os analitos

9.5 Recuperacgao

Os parametros de recuperacdo dos analitos foram avaliados através da
injecdo de trés niveis de concentracdo 0,01 mg L%, 0.5 mg LY e 1 mg L? em trés
repeticbes. A Tabela 8 apresenta os resultados das recuperacdes (%) para 0s
agrotoxicos que foram fortificados em morango, abelha e mel, e extraidos pelo
método QUEChERS modificado.

Os valores de recuperacgéo foram calculados utilizando-se as curvas analiticas
preparadas no extrato, no padrao analitico e no “branco” das matrizes. Neste

trabalho seguiu-se a recomendacdo de validagdo de métodos cromatograficos, no
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qgual os valores de recuperacdo devem estar entre 70 e 120%, com RSD < 20%
(SANTE, 2015).

O efeito matriz sempre sofre variagbes ao longo do tempo e varia
dependendo da condicdo do instrumento utlizado, devendo, por isso, ser
constantemente avaliado, tanto na etapa de desenvolvimento do método quanto na

aplicacéo deste método nas andlises de rotina (PRESTES, 2007).

Tabela 8: Percentuais de recuperacdo dos agrotoxicos empregando o método QUEChERS
modificado, para as matrizes morango, abelha e mel.

RA (%)
Analitos Método QUEChERS Método QUEChERS  Método QUEChERS
Original modificado Acetado Citrato
Abamectina
(abelha) 90,1 60,2 60,2
Difenoconazol
(abelha) 93,5 71,5 71,5
Abamectina 897 505 505
(mel)
Difenoconazol 98.2 61.2 61.2
(mel)
Abamectina 903 551 55,1
(morango)
Difenoconazol
(morango) 105,9 73,4 73,4

Fonte: Autoria propria

A avaliacdo dos dados de recuperacdo para as matrizes morango, abelha e
mel, em relacdo a repetibilidade do método demonstra-se adequados, devido aos
resultados para os compostos em niveis de 0,01 mg kg L%, 0,5mgLYe1mgL? os
guais apresentaram recuperacdes superiores a 80%.

As variacdes nos resultados de recuperacédo foram observadas com ajuste da
guantidade de sais utilizados no processo de clean-up. Estes resultados corroboram
com os dados obtidos por Oshita (2013); Saibt, 2017.

Apods a selecdo das melhores condicBes de trabalho (limpeza no processo de
clean-up), os resultados de recuperacdo foram avaliados para as extraces com as
modificacdes prevista no peso dos sais a ser aplicado nas amostras durante o

desenvolvimento do método, conforme a Figura 23.

Figura 23: Recuperacdes obtidas apds as modificagdes no processo de extracao.
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Os resultados confirmam que as modificacbes realizadas no método
QUEChERS proporcionou melhor recuperacao dos analitos, portanto o método final
empregado na extracdo dos analitos de interesse foi apresentado na figura 10.

9.6 Precisao e exatidao

A precisdo do método QUEChERS modificado foi avaliada em funcdo da
repetitividade e da precisdo intermediaria, estimadas de acordo com as
recomendacdes da ANVISA.

Por meio dos resultados gerados pela validacao analitica, pode-se avaliar que
neste estudo, que erros aleatérios e sistematicos ndo foram significativos para
influenciar negativamente a determinacao analitica de residuos de agrotoxicos nas
matrizes estudadas.

Os parametros analiticos de validacdo indicaram que, o método desenvolvido
para extracdo de agrotdxicos empregando o método QUEChERS modificado, com
acetonitrila como solvente extrator, MgSO4 como agente secante, NaCl para efeito
salting out, C18 para efeito tamponante e PSA como sorvente para clean-up e
determinacédo analitica por LCMSMS, pode ser aplicado em anélises de amostras de

matrizes como: abelhas, mel e morango.
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Os valores mais detalhados de RSD intradias e RSD interdias sao

apresentados juntamente aos resultados de recuperagéo, na Tabela 9.

Tabela 9: Percentuais de RSD para a precisdo intradias (n=5), preciséo interdias (n=10) e exatidao do
método QUEChERS maodificado, nos niveis 0,01 mg L*(baixo), 0,5 mg L™ (médio) e 1 mg L (alto)

i .| Precisao intradia . Pre_ciséo Exatidao
Analitos Niveis RSD (%) n = 5 interdias RSD (%), n=3
o= (%) n=10 o =
Abamecting Baixo 3.95 12.05 93.4
(abelha) Médio 3.44 512 96,99
Alto 1,93 413 99,85
Difenoconago| LB 7.05 6,93 95,25
(abelha) Médio 3.12 2.87 99,23
Alto 0.35 2.99 105.2
Abamecting Baixo 2.05 6,04 84.96
mol) Médio 6,98 14,12 98,86
Alto 1,48 2.42 101.84
Baixo 2,61 5,59 88,46
Difenoconazol 7,4 i 1,25 3,41 103,22
(mel)
Alto 1,03 8,99 98,018
Baixo 2.05 6,04 84.96
Abamectina [y« i 6.08 1514 98,86
(morango)
Alto 1,57 3,51 102,87
Baixo 5,49 5,51 103.25
Difenoconazol 7y, i 1,98 5,42 93,02
(morango)
Alto 253 2.84 97,7

Fonte: Autoriaprépria

O desvio padréo relativo dos ensaios de precisao intradias e interdias foram
menores que 15% para os analitos abamectina e difenoconazol nas matrizes
morango, abelha e mel, nos trés niveis de fortificacdo. No tocante a exatidao, todos
os resultados continuaram a apresentar valores de recuperacdo dentro da faixa
recomendada (entre 80 e 120%).

Portanto, os valores de precisdo e de exatiddo atenderam aos requisitos

recomendados pelas agéncias regulamentadoras para validacdo do método.
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9.7 Aplicagdo do método

ApoOs 0 método desenvolvido e validado, amostras de morango, abelha e mel
obtidas de produtores rurais do municipio de Bom Repouso — MG foram analisadas
para verificar se elas estavam contaminadas com o0s agrotoxicos abamectina e
difenoconazol e em que concentracao.

Para as amostras de morango analisadas, em todas foram detectadas
residuos de abamectina e difenoconazol acima do LMR (0,02 mg/kg™* e 0,5 mg/kg™?)
respectivamente. Nas amostras de abelha foram detectados residuos dos
agrotéxicos estudados em concentragbes de 0,02 mg/ kg' para abamectina e
0,2mg/kg™? para o difenoconazol, sendo valores abaixo do limite de quantificacao.
Embora n&o tenha LMR estabelecidos de abamectina em amostras de mel, o
composto foi identificado nas amostras 3, 4 ,5 e 6, em concentra¢des de 0,03 mg/kg"
1 e para o difenoconazol as amostras apresentaram residuo na concentracdo de
0,06 mg/kg™ ficando acima do LMR permitido que é de 50 pg/kg™.

As concentracbes dos agrotoxicos encontrados nas amostras analisadas
estdo apresentas na Tabela 10e um exemplo do cromatograma obtido com a
amostra, que continha varios agrotoxicos,pode ser visualizado na Figura 24, Figura
25 e Figura 26.

Tabela 10: Concentracdes de agrotoxicos em abelha, mel e morangos, empregando o método
desenvolvido e validado.

Agrotéxicos (mg kg™)
Amostra Controle Controle Controle
1 2 3 4 5 6
Morango Abelha Mel

0,02® 0,01@ | 0,02® | 0,02@ 0,02@ | 0,02®
Abelha NA NA NA 020 | 020 | 0200 | 04® | 02® | 03®
0,02@ 0,02@ | 0,03® 0,03@ 0,03@ | 0,03®
Mel NA NA NA NA NA 06® | 06® | 06 | 06®
0,02@ 0,03@ | 0,03® 0,04@ 0,04@ | 0,04®
Morango NA NA NA 0,5 (b) 0’5(b) 0,5 (b) 0’7(b) 0’7(b) 0’7(b)

aLMR2 que o estabelecido pela ANVISA para abamectina

® LMR 2 que o estabelecido pela ANVISA para difenoconazol
Fonte: Autoria prépria

Figura 24: Cromatogramas dos agrotoxicos presentes nas amostras de morango, determinados pelo
método analitico desenvolvido e validado.
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Figura 25: Cromatogramas dos agrotdxicos presentes nas amostras de abelha, determinados pelo
método analitico desenvolvido e validado.
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Figura 26:Cromatogramas dos agrotoxicos presentes nas amostras de abelha, determinados pelo
método analitico desenvolvido e validado.
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E importante destacar que se devem analisar cuidadosamente os valores de
concentragcdo dos agrotoxicos encontrados em amostras ambientais, pois os valores
de LMR disponibilizados pela legislacdo nacional ou pela internacional podem variar
muito, dependo do pais considerado. Dessa forma, uma concentracdo pode ser
considerada problematica em um pais, porém ndo em outro, necessitando que mais
estudos sejam realizados neste campo, a fim de que haja uma globalizacdo nos
valores de concentracdo dos LMR.

Assim, os cromatogramas apresentados nasFigura 24, Figura 25 e Figura
26mostram que, em todas as amostras estudadas (morango, abelha e mel)
apresenta contaminacées com os analitos objeto de estudo e outros analitos que
manifestaram em concentracfes relevantes e que alerta para o uso de novos
compostos. Para os cromatogramas das amostras de morango representadospor (A)
abelha (B) e mel (C) enfatiza a presenca de outros compostos que infelizmente nao
pode ser identificado devido a dificuldade de obtencdo das informacBes por parte
dos produtores sobre a utilizacdo de novosagrotoxicos, assim outro aspecto a ser
considerado na determinacdo de residuos de agrotoxicos € a presenca dos
metabdlitos, dos produtos de degradacdo ou a formacéo de produtos secundarios,

juntamente com a molécula original, na composicdo das amostrasou sao
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encontrados agrotéxicos ndo autorizados para a cultura analisada. A consequéncia
dessa interacdo muitas vezes traz taxas de toxicidade geralmente maiores, em
relacdo a molécula original, pode ter consequéncias mais drasticas tanto no meio
ambiente como no organismo dos consumidores.

Este estudo confirmou a grande preocupacdo com a presenca de residuos de
agrotéxicos aplicados nas culturas de morango, na abelha e no mel principalmente,
guando estéo acima dos valores de LMR As amostras de morangos, abelha e mel
(controle) que foram analisadas ndo apresentaram os agrotéxicos estudados, o que

demonstra que nenhum controle quimico foi aplicado.
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10Concluséo

O meétodo de extragdo QUEChERS modificado,otimizado e validado neste
estudo,dispde como vantagemem ser umprocedimento moderno e dinamico, que
pode ser aplicado emqualquerlaboratorio,devidoasimplicidade das etapas de
trabalho empregada no método de extracdo. Dessa maneira, 0 meéetodo de
extracaopropostoe empregado nesse estudo, apresentacomovantagens:possibilita
umprocedimentorapido e simples; menor numero de etapas analiticas, o que
proporciona diminui a probabilidade de erros, além de ser barato e ambientalmente
correto, devido ao baixo consumo de solventes orgénicos (somente 10 mL de
acetonitrila).

AdeterminacdodosagrotoxicosporLCMSMSfoiadequada, o que permitiu a
realizacdo de uma analise qualitativa, obtida a partir de fragmentos de massa
caracteristicos de cada analito, e quantitativa, através do modo de aquisicdo MRM.

As condi¢des cromatograficas otimizadas para a determinagdo por LCMSMS
permitiu a quantificacdo e identificacdo dos compostos estudados além de outros
compostos, em um tempo total de analise de 20 min.

Logo, conclui-se que 0 método mostrou-se adequado a analises simultaneas
de agrotoxicos em alimentos (morango e mel) e em abelha, podendo ser usado na
rotina de laboratorios de analises de residuos de agrotoxicos em alimentos, uma vez
gue todos os parametros de validacdo cromatografica encontraram-se dentro dos
limites exigidos pelas agéncias reguladoras, desta maneira atendendo

satisfatoriamente os objetivos proposto para este estudo.
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Capitulo 3: Teste de toxicidade de abamectina, difenoconazol e anélise de
biomarcadores em abelhas jatai

1 Introducéao

No Brasil existem mais de 1.500 espécies de abelhas nativas além da Apis
mellifera africanizada (MALASPINA, 1979; SILVEIRA et al., 2002). A polinizagao
realizada por abelhas chega a até 90% em flora nativa, dependendo do ambiente
(KERR et al., 2001).

As abelhas sem ferrdo, ou meliponideos, sdo um grupo de abelhas eussociais
de distribuicdo pantropical, representadas aproximadamente por seiscentas
espécies, sendo 330 encontradas no Brasil, vivem em colbnias perenes formadas
por operarias, machos e uma rainha fisiogastrica. (Cortopassi-Laurino Nogueira-
Neto, 2016). O trabalho realizado por estas abelhas € essencial para a manutencao
da diversidade vegetal e para a manutencdo da flora nativa e, indiretamente, da
fauna que dela se alimenta, desempenhando uma tarefa importantissima para a
nidificacdo das matas e dos ecossistemas, contribuindo na preservacao da fauna e
da flora, que, em conjunto com outros seres, mantém o nosso planeta em equilibrio.
O que ndo & muito divulgado é que 90% das arvores brasileiras dependem da
polinizacdo realizada pelas abelhas nativas e que, sem diversidade, ndo ha
sustentabilidade.

As areas cobertas com vegetacao nativa apresentam, em geral, um namero
consideravel de espécies de plantas que servem como fonte de néctar e polen para
insetos polinizadores, por meio de florescimento continuo ou complementar, ao
longo do ano, sendo também usadas para descanso, nidificacdo e reproducéo
(FREITAS, 1991; FREITAS, 1995a). A substituicdo destas areas por monoculturas,
gue normalmente florescem por um curto periodo, leva a uma severa reducao no
numero e diversidade de polinizadores (OSBORNE et al., 1991; KREMEN et al.,
2002; LARSEN et al., 2005).

Os inseticidas, principalmente aqueles de acdo neurotdxica, amplificam
aquele efeito, e os herbicidas e as capinas (manuais e mecanizadas) reduzem o0s
locais de nidificacdo e o numero de flores silvestres, fornecidos por plantas

consideradas daninhas, pela destruicdo de areas e/ou faixas naturais e artificiais,
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como, por exemplo, estacdes de reflgio e vegetagcdo existente nas entrelinhas de
culturas frutiferas, principalmente (SUBBA REDDI & REDDI, 1984a; OSBORNE et
al., 1991; FREE, 1993).

Tudo isto contribui para a perda de biodiversidade e servicos de polinizacao
na area, pois as espécies remanescentes nao conseguem compensar a perda de
polinizacéo resultante do desaparecimento das demais espécies (KREMEN, 2004).
Alguns fungicidas podem, também, ter um grande impacto sobre os polinizadores,
por reduzirem o numero de visita as flores das culturas, ao exercerem acao
repelente (SOLOMON & HOOKER, 1989) ou reduzirem a viabilidade do pdlen,
decorrentes de aberragbes cromossOmicas induzidas durante a meiose (GRANT,
1982). Deste modo, hoje, niveis de polinizacao insatisfatorios sdo um dos principais
problemas que limitam a produtividade das culturas, particularmente daquelas que
dependem de agentes polinizadores bidticos (SUBBA REDDI & REDDI, 1984b;
FREITAS, 1995a).

Apicultores europeus no ano de 2007 obtiveram uma perda significativa em
suas colmeias, essas perdas chegaram até 80% de todas as colmeias, ocasionando
a morte de toda a coldnia, seja pela auséncia de alimento ou pelos cuidados com as
crias. Esse ocorrido ainda ndo explicado totalmente ficou conhecido mundialmente
como “desordem do colapso das colénias” 9guimaraes 2007). No Brasil fato
semelhante foi observado em 2008 por Malaspina et. al, que relataram a perda de
aproximadamente 400 colmeias em diferentes estados do Brasil, e que a maioria
dos casos nédo poderdo ser realizados analises para a verificacdo da ocorréncia ou
nao de contaminacao por agentes quimicos.

A toxicidade de agrotéxicos em abelhas comecou a ser estudada nos paises
de clima temperado, os quais foram os principais realizadores deste tipo de estudo,
mesmo antes da introducdo do DDT em 1942 (Paschoal, 1979; Moraes et al., 2000).
Isso ocorreu principalmente no caso da espécie Apis mellifera Linnaeus, 1758)
(Apidae), devido a sua importancia nos servi¢cos de polinizacdo comercial de varias
culturas (Free, 1970; McGregor, 1976; Crane & Walker, 1984) e a importancia
econdmica e social da Apicultura (Williams, 1994; Pham-Delegue et al., 2002).

O efeito que os inseticidas causam nas abelhas, pode ndo ser observado
imediatamente, sendo necessario o uso de doses subletais para futuros estudos

relacionados a sobrevivéncia, comportamento e fisiologia (MEDRZYCHI et al., 2003).
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Um método eficiente para identificar alteracdes fisiolégicas nas células é o
uso de marcadores celulares que podem ser proteinas de desintoxicacdo celular,
proteinas indicadoras de estresse oxidativos, de estresse celular ou proteinas
ligadas a respiracdo celular. Além do processo de desintoxicacdo metabdlica, a
ativacdo das proteinas de estresse oxidativo e celular pode contribuir para a
resisténcia das abelhas aos xenobiéticos.

Neste contexto, considerando-se a necessidade e da extrema importancia
identificar o alcance dos agrotdéxicos no ambiente e entender o impacto que os
mesmos tém sobre a diversidade dos polinizadores e, consequentemente, sobre o
processo de polinizagcdo, o presente trabalho teve como objetivo a avaliacdo da
toxicidade e avaliar a presenca dos biomarcadores bioquimicos através de analise
eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) em abelhas

Tetragoniscaangustulata submetidas aos efeitos da abamectina e ao difenoconazol.
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2 Material e método

Para avaliar a toxicidade aguda letal (DLso) e a concentragéo letal (CLsg) foi
utilizado como base os protocolos preconizados pela “EuropeanandMediterranean
Plant ProtectionOrganization” (EPPO), “International Commission for Plant-Bee
Relationships” (ICPBR) e “Organization for Economic CooperationandDevelopment
(OECD)” que estabelecem métodos para testes de laboratério para avaliar o impacto
de pesticidas em abelhas, (OEPP/EPPO, 2001; Felton et al., 1986; OECD/OCDE -
213a e 214b, 1998).

Para o estudo de biomarcadores foi utilizado a técnica de eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE).

3 Espécies de abelhas escolhidas

Os experimentos para determinar a toxicidade dos inseticidas usados na
cultura do morango foram realizados com operarias adultas (forrageiras) de seis
colénias da abelha-sem-ferrdo. A espécie é mantida no Apiario do Centro de
Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada — CHREA da Escola de Engenharia de Séo
Carlos- EESC.

A espécie de abelha-sem-ferrdo foi escolhida, principalmente, por ser
considerada potencial polinizadora da cultura do morango e por ser relativamente
comum na regiao.

Embora ndo exista um protocolo especifico para a espécie
Tetragoniscaangustula, foi tomado como base o protocolo os testes para A. melifera
por ser realizados com espécie indicadora em protocolos padronizados para testes
ecotoxicolégicos (OECD/OCDE, 213a e 214b, 1998; OEPP/EPPO, 2001).

4 |nseticidas testados

Foram testadas inseticidas e acaricidas registradas no Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), para a cultura do morango e

frequentemente utilizados no municipio de Bom Repouso — MG.
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5 Controle acetona tépico e oral

Considerando que os ingredientes ativos foram diluidos em acetona 99%, foi
necessario realizar um teste inicial para a avaliacdo de algum efeito toxico causado
pela acetona para essas abelhas. Dois grupos de bioensaios foi realizado, sendo um
para o controle de acetona (topico), um grupo de controle para acetona (oral) e um

grupo controle sem uso de acetona.

As abelhas do grupo controle (t6pico) foram anestesiadas com o auxilio de
CO: por cerca de 10 segundos e colocadas em bandejas plasticas onde foi aplicado
0,5uL com o auxilio de uma micropipeta no pronoto de cada abelha. Apés aplicacéao
todas as abelhas utilizadas no teste foram recolocadas em suas respectivas gaiolas,
onde permanecera, até a conclusao dos testes.

O grupo controle (oral) recebeu uma solucdo de sacarose contendo 2% de
acetona sendo o valor maximo permitido da concentracdo de acetona presente nas
dietas contaminadas para determinacao da CLso.

O grupo controle ndo recebeu nenhum tipo de tratamento e todos 0s grupos
forram mantido em estufa incubadora para BOD (BiochemicalOxygenDemand) e

seguindo os protocolos da OECD 2213 e 214 até a concluséo dos testes.

6 Determinacado da DLs via topico

Para a determinacdo da DLsg via topico dos agrotoxicos abamectina e
difenoconazol para as abelhas forrageiras de Tetragoniscaangustula foram
determinadas seis concentracdes dos agrotdxicos objeto do estudo 3, 6, 12, 24, 48 e
96 ng agrotéxicos/uL* de solucéo.

Um grupo experimental para cada concentracdo, correspondendo a dose
Unica que cada abelha recebeu por tratamento, além do grupo controle, o qual ndo
teve nenhum tratamento.

As abelhas coletadas foram anestesiadas com CO: nas proprias gaiolas

transferidas para bandejas plasticas e aplicado 0,5 pL da solucdo dos agrotéxicos
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com as concentracdes pré-determinadas. A aplicacdo foi feita no pronoto de cada
abelha e posteriormente foram recolocadas em suas gaiolas e mantidas em B.O.D.
As abelhas, op0s a anestesia e antes que fosse aplicada os tratamentos com
as respectivas concentracdes, foram pesadas individualmente em balanca analitica
de alta precisdo afim de transformar o resultado da DLso de ngi.a/abelha para ngi.a/

g de abelha.

7 Determinacédo da CLs via oral e o consumo do alimento diério pela abelha
jatai

Para a determinacdo da CL50 via oral dos agrotdoxicos abamectina e
difenocanazol para abelhas operarias de Tetragoniscaangustulajatai foram
determinadas cinco concentracdes dos agrotéxicos nas CLso 0,005;0,01, 0,03, 0,1 e
0,5 ng de agrotéxicos/uL-1 de solucéo de sacarose, além do grupo controle.

Os grupos de abelhas tratados receberam Unica e exclusivamente como
alimentacdo solucdo de sacarose contaminada com as concentracdes pre-
estabelecidas. O grupo controle recebeu solucdo de sacarose sem tratamento.

Para avaliar a quantidade de solucdo de sacarose consumida por abelhas/dia,
os alimentadores do grupo controle foram pesados em balanca analitica de alta
precisdo e anotados, posteriormente devolvidos para as gaiolas e retornado para a
B.O.D. Foram adicionados 3 alimentadores em gaiolas vazias e realizado o mesmo
procedimento de pesagem, a fim de determinar o quanto do alimento é evaporado, e
nao consumido. A partir desses dados foi determinada a média de solucdo

consumida por dia.

8 Principais grupos de biomarcadores

A literatura atual descreve a existéncia de diversos grupos de biomarcadores
gue tém sido objeto de intensa investigacdo, principalmente ha nivel de
ecossistemas aquaticos(VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003) embora
novos estudos venham sendo desenvolvidos, como por exemplo a ac¢do dos
agrotoxicos sobre as abelhas.

O processo de biotransformacdo pode ser definido como a converséao,

catalisada por enzimas, de um composto xenobiético em uma forma mais solGvel em
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agua, que pode ser mais facilmente excretada(VAN DER OOST; BEYER,;
VERMEULEN, 2003).

A maioria dos xenobi6ticos que entra no organismo é lipofilica, uma
propriedade que permite que esses compostos exdgenos penetrem as membranas
lipidicas e sejam transportados por lipoproteinas nos fluidos corporeos.

9 Estresse oxidativo e mecanismo de protecdo antioxidante

Estresse oxidativo € o desequilibrio entre a producédo de radicais livres e o
grau de protecdo dos mecanismos antioxidantes(ONG; SHEN; CHIA, 2002). Entre os
radicais livres, estdo as espécies reativas de oxigénio (ERO), sendo as mais
importantes o radical hidroxila (OH’), o anion superoxido (O2%) e o peroxido de
hidrogénio (H20.). Dentre essas, 0 anion superoxido e o peréxido de hidrogénio séo
as ERO formadas primariamente, sendo o H2>02 gerado por meio da dismutagéo
(enzimética ou ndo enzimatica) do anion superoxido(HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2015).

Para se proteger contra o0 processo oxidativo, o organismo desenvolveu
mecanismos que recebeu como nome antioxidante. Sao classificadas como agentes
antioxidantes as vitaminas, minerais e enzimas, que podem restabelecer o balanco
entre as moléculas oxidantes e antioxidantes, mantendo a integridade das
membranas celulares e prevenindo danos oxidativo ao DNA(WONG et al., 2010).

O sistema de protecdo antioxidante ndo enzimatico € composto pelas
vitaminas C e E, e pela glutationa reduzida (GSH). As vitaminas C e E, atuam como
protecdo das membranas lipidicas sobre os danos oxidativos(BUETTNER, 1993). A
GSH é um tripeptideo que esta presente na maioria das células e € a molécula com
grupamentos tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular(MEISTER; ANDERSON,
1983). Sua capacidade redutora € determinada pelo grupamento -SH, sendo que na
inativacdo de um agente oxidante ocorre producdo de glutationa oxidada (GSSG).
Em situacdes em que o sistema antioxidante esta integro, havera recuperacdo da
GSH. Entretanto, sob condi¢cdes de excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia
do sistema protetor, havera desequilibrio entre 0 consumo de GSH e a producao de

GSSG, 0 que caracteriza 0 estresse oxidativo. Assim, a razdo GSH/GSSG pode ser
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usada como marcador do estresse oxidativo(OWEN; BUTTERFIELD, 2010; ZITKA et
al., 2012).

O sistema antioxidante enzimético inclui as enzimas superdxido dismutase

(SOD), catalase (CAT), glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx), de
modo que o organismo mantém as concentracdes de espécies reativas de oxigénio
dentro dos limites fisiolégicos(DANDEKAR et al., 2002).
A enzima catalase tem papel importante sobre a eliminacdo do H:Ocitosélico,
promovendo a sua catélise até agua. Nas mitocondrias, o H>O» é convertido a H2O
pela glutationa reduzida (GSH) por acao da glutationa peroxidase (GPx), sendo que
a manutencdo dos niveis adequados de GSH é feita a custa da atividade da
glutationa redutase (GR), a qual utiliza equivalentes redutores no NADPH, o qual é
produzido pela Via das Pentoses Fosfato ou por meio de enzimas
transidrogenases(RIBEIRO et al., 2005).
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10Resultados e discussao

10.1 Avaliacdo da toxicidade tépica e de ingestdo para a abelha jatai a
abamectina e o difenoconazol

Os valores obtidos para LDsp tépico para abamectina em
Tetraginiscaangustula foram: 2,73 e 1,61 ngi.a./ abelha (tabela 14 e figuras 35 e 32)
pelo periodo de 24 e 48 horas, respectivamente. Os valores para LCsp orais obtidas
foram de 1,94 e 0,73 ngi.a./uL, por 24 e 48 horas, respectivamente.

Tabela 11: Valores da toxicidade aguda da abamectina para Tetraginiscaangustula

Modo Tempo 2
de Exposicéo (horas) LDso  LCso  C.loss, X D.F.

o4 273 . b8 443 5
- . 4,23
Topico ngi.a./abelha 061

48 1,61 - 253 6,42 5

24 - 1,94 ggg 3,57 5
Ingestéo ngi.a./dieta puL 0,48

48 - 0,73 2,66 2,77 5

(LDso) média da dose letal; (LCso) Concentracdo letal; (C.l.o5%) Intervalo de confianga 95%; (x2) qui-
guadrado e (D.F.) grau de liberdade.

Fonte: Autoria propria

Segundo a classificacdo de Johansen e Mayer (1990), consideraram que
agrotoxicos com LDso< 2.000 ng/abelha como extremamente toxico para as abelhas.
Embora exista poucos estudos relacionados a toxicidade da abamectina para as
abelhas Tetragoniscaangustula, os testes realizados com a abamectina, mostrou-se
extremamente toxica para as abelhas. Estudos vém testando o efeito dos
agrotoxicos sobre as abelhas. Assim, Carvalho et al. (2009) comprovaram que
independente do modo de aplicacdo dos agrotéxicos utilizados na cultura de citricos
0S mesmos sao extremamente téxicos para A. mellifera africanizada. Assim, o
estudo realizado demonstra que os valores médios de LDso com 95% de confianca
determinados para Tetragoniscaangustula apds a exposicdo topica a abamectina

sdo altamente téxicos.
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Os valores médios LDso determinados para Tetragoniscaangustula foram: (24)
2,73ng/abelha, com limite inferior de 1,18 ng/abelha e limite superior de 4,23
ng/abelha e (48h) 1,61 ng/abelha, limites inferior 0,61 ng/abelha e limite superior
2,53 ng/abelha, com valores de qui-quadrado (x?) 1,73-6,42 respetivamente.
Considerando os valores médios obtidos de LDsp 24 h da exposi¢do topica para
Tetragoniscaangustula (2,73 ng/abelha) comparando-o com a abelha A. mellifera
exposta ao ingrediente ativo (0,0022 pg/ abelha) DAR (2006)), mostra que
A.mellifera foi 1,25 vezes mais sensivel que a Tetragoniscaangustula, por outro lado,
ao comparar com o estudo feito por Del Sarto et.al (2014) que utilizou o produto
comercial Vertimec (abamectina) e duas espécies de abelhas a A. mellifera e a
Meliponaquadrifasciata, determinaram que a LDso 7,8 pg/abelha e LDsp 136,6
pg/abelha para Meliponaquadrifasciata respectivamente, a A. mellifera foi 2889
vezes mais sensivel que a nativa e essa ultima por sua ver foi 49 mil vezes mais
sensivel que a M. quadrifasciata.

Assim, constata-se que abelha da espécie A. mellifera foi mais sensivel a

abamectina quando exposta topicamente ao composto.

Figura 27: Relacdo do log da concentracédo ao valor do probit para Tetragoniscaangustula (24 horas)
apos intoxicacdo com abamectina
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Fonte: Autoria prépria
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Figura 28: Relacdo do log da concentragéo ao valor do probit para Tetragoniscaangustula (48 horas)
apos intoxicagdo com abamectina
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Fonte: Autoria propria

Nossos resultados corroboram com as tendéncias de avaliacdo de risco
causado por agrotéxicos para aas abelhas envolvendo outras espécies além da A.
mellifera, outros agrotoxicos. A toxicidade dos agrotéxicos (pesticidas) pertencentes
da classe das Avermectinas para as abelhas esta relacionado ao modo de acao que
as avermectinas tem sobre 0s organismos. Estes compostos atuam como agonistas
do acido gama-aminobutirico (GABA) (Bloomquist, 1996), ligando-se aos receptores
GABAérgicos presentes na membrana pos-sinaptica estimula o fluxo de ions cloreto
para o interior das células nervosas causando a interrupcdo dos sinais neurais

(Tisler e Erten, 2006), sendo considerado altamente toxico para abelhas.

Tabela 12: Valores da toxicidade aguda do difenoconazol para Tetraginiscaangustula

Modo Tempo

o 2
de Exposicio (horas) LDso LCso C.los% X D.F.
24 }
Tépico ngi.a./abelha 380
48 17,70 23.50 1,85 5
24 i
Ingestdo ngi.a./dieta pL 623
48 - 21,00 27.40 1,94 5

(LDso) média da dose letal; (LCso) Concentracao letal; (C.l.0s0) Intervalo de confianga 95%; (x?) qui-quadrado e
(D.F.) grau de liberdade.
Fonte: Autoria propria
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Figura 29:Relacéo do log da concentragédo ao valor do probit para Tetragoniscaangustula (48 horas)
apos intoxicagdo com difenoconazol
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Fonte: Autoria propria

Para o difenocanzol LDsp 17,70 ng/ abelha (3,80 — 23,50) ng/abelha e LCso
20,98 ngi.a./ pL (6,3 — 27,4 ngi.a./ yL). Dados de 24 horas ndo foram obtidos
estatisticamente. De acordo com Felton et al. (1986) e Johansen& Mayer (1990),
gue consideram valores de LDsg menores do que 1ug i.a./abelha como altamente
toxico, o estudo mostrou que a abamectina e o difenoconazol foram altamente téxica
e moderadamente toxico, respectivamente, quando administrados via contato.
Mussen et al., (2004), Thompson &Wilkisn, (2003) em estudos anteriores indicaram
gue fungicidas (difenoconazol) comportarm como téxiocs para as abelhas, embora
ainda sejam escassas as pesquisas e ndo existem dados sobre o seu efeito tdxico
em abelhas nativas. Em termos de relevancia ecoldgica, as doses recomendadas
em campo de abamectina e difenoconazol para diferentes cultivos mostram que a
DL50 tépica (48h) obtida para o difenoconazol (fungicida) é cerca de 23 vezes mais

alta do que a maior dose recomendada (0,75 pg i.a./ul).
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10.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A fim de avaliar o conteudo proteico das amostras obtidas ao final dos testes
de toxicidade em abelhas, foi realizada a técnica de eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE). Em seguida, todas as amostras
a serem analisadas receberam tamp&o de amostra desnaturante (glicerol 20%, -
mercaptoetanol 200 nM, SDS 4 %, Tris-HCI 100 nM pH 6,8 )na proporcao
volumétrica 2 :1 (duas partes da amostra para uma parte do tampao) e foram
aquecidas a 95 °C por 5 min antes da aplicacao no gel. Além das amostras, foi
aplicado ao gel o marcador de massa molecular UnstainedProtein Molecular
WeightMarker (ThermoScientific) para a comparacdo das bandas de proteinas e
estimativa das massas moleculares. A eletroforese foi realizada segundo a
metodologia de LAEMMLI (1970), com voltagem entre 120 e 160 V.

Apés a eletroforese, o gel foi impregnado com solucdo corante de
CoomassieBrilliant Blue R e entdo descorado com solucédo descorante (50% etanol,
10% acido acético) ou por aquecimento em agua destilada para a visualizacdo das
bandas proteicas.

As analises em SDS-PAGE (Figura 4) mostraram que 0s extratos proteicos de
cérebro de abelha Tetragonistaangustulaobitidos com o tampao de amostra com 3-
mercaptoetanol apresentaram bandas que variaram de 20 a 118 kDa. Comparando-
se os padrbes das bandas, pode-se observar que as amostras obtidas com o0s
tampbes [B-mercaptoetanol apresentaram na maioria das amostras observadas
bandas mais abundantes as proteinas Glutationa Redutase (GR), Superéxido
dismutrase (SOD) e Glutationa peroxidase (GPx), que quando analisadas em
condicBes desnaturantes (SDS-PAGE) é visualizada na forma de subunidades maior

ou menor, como peso molecular de 118 kDa, 32 kDa e 20kDa, respectivamente
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Figura 30: Perfil eletroforético dos cérebros de abelhas expostos aos agrotoxicos abamectina e
difenoconazol. Da esquerda para a direita, 1 = marcador, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 sobrenadante do cérebro.
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Fonte: Autoria propria

Como foram observadas diferente bandas em amostras com o tampao,
apontou a presenca de bandas com massas variando de 20, 32, 40, 57 e 118 kDa,
assim, € sugerido que seja realizada uma andlises em géis bidimensionais seja
utilizadas amostras extraidas com esses dois tipos de tampdes, afim de obter
informacgdes precisas acerca dos grupos que pertence as bandas identificadas.

Estudos de protebmica tem sido reportado em diversas matrizes como por
exemplo, culturas economicamente importantes, como algodéao café, e soja Morgano
et.al., (2005), estudo protedmico em fertilidade de machos de espécies domésticas,
Barros et. al., 2013, analise proteémico da abelha ApismelliiferaTexeira et. al., 2007.

Neste contexto, os estudos protedmicos do cérebro de abelhas A. mellifera
(HERNANDEZ et al., 2007; ROAT et al., 2007; HUMMON et al., 2006) revelaram
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proteinas diferencialmente expressas como resultado de mudancas no
comportamento, e na memdria e aprendizagem.

Os dados gerados no presente trabalho ndo nos permitem estimar os
nameros de proteinas obtidos com os diferentes tampdes, visto que as analises
ficaram restritas a géis unidimensionais, contudo etapas futuras a obtencdo de
extrato proteicos de cérebro de abelhas Tetragonistaangustula expostas a
abamectina e difenoconazol e a subsequente analises em géis bidimensionais
proporcionando assim a confirmacdo da presenca de outras proteinas levando ao
aprofundamento das alteracdes causadas por este xenobioticos as abelhas.
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11Concluséo

No presente trabalho, concluimos que o tamanho também pode influenciar na
exposicdo das abelhas aos agrotoxicos. Na exposicdo por contato por exemplo, para
a maioria dos inseticidas, as abelhas sdo mais susceptiveis provavelmente em
funcdo do tamanho corporal, 0 que corresponde a uma maior superficie de contato
proporcionando maior aderéncia do inseticida ao corpo da abelha Johansen et al.
(1983) citado por Mayer andLunden (1999). Quanto maior € a abelha, menos
suscetivel ela é a pesticidas concluindo que existe uma relagéo significativa entre o
tamanho e sua susceptibilidade. Thompson (2001), citando estudos de Van der
Steen (1994), mostrou que a toxicidade aguda do dimetoato por via de exposi¢ao
contato e oral para a espécie B. terrestrisé correlacionado ao tamanho da abelha.
Portanto,
diferencas de tamanho e peso entre abelhas parecem ser componentes importantes
de susceptibilidade das abelhas a inseticidas.

Portanto, diferentes espécies respondem de formas distintas quando expostas
a um inseticida. Mesmo dentro de uma espécie, pode haver grandes diferencas
entre os individuos, atribuida a polimorfismo genético. Estas diferencas podem ser
responsaveis por reacdes idiossincrasicas a um produto e na resposta toxica entre
0S
individuos (Gallo, 2003).

As andlises bioquimicas refletiram a capacidade de bioacumulacdo dos
agrotoxicos abamectina e difenoconazol nos cérebros das abelhas jatai, apesar das
diferencas nas concentracdes dos agrotdxicos que variaram conforme o tipo de
exposicao oral e tépica a qual a abelha foi tratada. Os biomarcadores bioquimicos
responderam de forma semelhante para as formas de exposi¢cdo ao contaminante
através da inibicdo da atividade da SOD (superéxido dismutase), porém o tempo de
exposicao foi um fator importante para diferenciar significativamente a inibicdo desta
enzima indicando que maiores tempos de exposicdo devem resultar numa maior
confiabilidade no uso da atividade da SOD como ferramenta para o0 monitoramento

ambiental do agrotéxicos abamectina e difenoconazol.
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Capitulo 4: Conclusdes gerais

Os resultados indicam que o método desenvolvido para determinacdo por
LCMSMS dos agrotoxicos abamectina e difenocoanazol, em morango, abelha e mel
, em obteve o melhor preparo de amostra utilizando a versdo QUEChERS
CEN15662 modificada, o solvente de extracdo acetonitrila, 4 g de sulfato de
magnésio por 5 g de amostra de morango e mel e 0,3 g de abelhas como agente
secante e 50 mg do sorvente PSA e 50 mg de C18 para a etapa de clean-up.

O método desenvolvido e validado para determinacdo de residuos de
agrotéxicos em amostras de morango por determinacdo LCMSMS apresentou-se
seletivo, exato e preciso, com valores de recuperacdo e CV nos intervalos
recomendados pelos guias de validagOes, e permitiu detectar e quantificar analitos
em concentracgdes inferiores aos LMR impostos pelas agéncias reguladoras.

Os ensaios toxicologico e bioquimico com abamectina e difenoconazol
apresentaram resultados relevantes, reforcando assim a validade do uso de
espécies nativas em ensaios ecotoxicologicos;

Os ensaios de toxicidade feitos com Tetragonistaangustula mostraram que 0s
testes de toxicidade aguda séo testes rapidos, de facil execucéo, de baixo custo e

excelentes indicadores dos efeitos danosos dos compostos-teste.
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Capitulo 5: Consideracdes finais e recomendacdes para trabalhos futuros

Através da determinacao de multirresiduos de agrotoxicos utilizando a técnica
LCMSMS é possivel mensurar os impactos dos contaminantes sobre os alimentos
objeto de estudo, a biota local, podendo estabelecer limites para descarte de
efluentes que contenham essas substancias. No presente estudo, foram feitos testes
de toxicidade aguda para os agrotoxicos abamectina e difenoconazol. Dados de
toxicidade aguda para espécies de abelhas nativas sdo escassos na literatura, bem
como as distribuicées de sensibilidade dessas espécies aos agrotoxicos, além disso,
testes de toxicidade elaborados com abelhas nativas mostraram-se um importante
endpointecotoxicoldgico a ser mais explorado.

Dessa forma, os resultados gerados neste estudo mostram-se de vital
importancia para a conscientizacdo e a divulgacdo da problematica associada ao
uso dos excessivo de agrotoxicos, seus problemas em relacdo com os organismos
nao alvos com por exemplo as abelhas e impactos no meio ambiente.

Em relacdo as recomendacbes para trabalhos futuros, percebe-se a
necessidade de ampliar os estudos referentes aos biomarcadores, o estudo da
palinologia, afinal existe diversas espécies botanicas devido a diversidade da flora
apicola, mas provavelmente inimeras espécies ainda ndo foram observadas pelo
produtor apicola ou descritas na literatura cientifica.

Explorar novos organismos ndo alvos para avaliar o risco dos agrotéxicos
abamectina e difenoconazol e aos produtos de degradacdo, bem como aos
metabolitos gerados pela interacdo com os organismos e explorar estudos com
misturas de compostos, e estudos para identificar outros mecanismos de acao

desses compostos.
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Apéndices

Figura 31: Flore e frutos do morango
- ‘.‘r“ ; =

Fonte: Autoria prépria

Figura 32:Marcador molecular de proteina

Fonte: Autoria propria
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Figura 33: Cuba de eletroforese

Figura 34: Homogenato de cérebro de abelhas jatai com marcadores
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