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RESUMO

COSTA, N. R. Determinagéo de fipronil e imidacloprido em mel utilizando cromatografia
gasosa e liquida. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade de Brasilia,
Brasilia, 2014.

Nos ultimos anos tem se observado um aumento significativo na mortalidade das
abelhas, sendo um dos fatores suspeitos de causa 0 uso intensivo de agrotoxicos, entre
eles o fipronil e o imidacloprido, amplamente utilizados no Brasil e no mundo. Com o
objetivo de subsidiar pesquisas que buscam relacionar o aumento da mortalidade das
abelhas com a presenca de agrotoxicos em produtos apicolas, foi desenvolvido um
método de determinacéo de fipronil e imidacloprido em mel, por Cromatografia Gasosa
com Detector por Captura de Elétron (GC-ECD) e por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com Detector com Arranjo de Diodos (HPLC-DAD), respectivamente. A
extracao foi realizada com cartuchos SPE C18 e metanol. O método para determinacao
de fipronil e seus produtos de degradacdo envolveu calibracdo em extrato da matriz
branca fortificada e padronizacdo interna, resultando em bons coeficientes de
correlacdo, todos maiores que 0,99, recuperactes de 59 a 99 %, limite de deteccao e
de quantificacdo de até 0,014 e 0,072 ug mL*, respectivamente, e precisdo com
coeficientes de variacdo de até 6 %. JA 0 método para determinacdo de imidacloprido
envolveu calibracdo externa em metanol, obtendo bons coeficientes de correlacédo,
todos maiores que 0,999, recuperacbes de 72 a 100 %, limite de deteccédo e de
quantificacédo de 0,03 e 0,04 yg mL™, respectivamente, e precisdo com coeficiente de
variacdo de 10 %. Por ultimo foram analisadas 28 amostras comerciais, onde 11
apresentaram resultados acima do limite de quantificacdo apenas para o fipronil
dessulfinil (na faixa de concentracéo de 0,075 - 0,155 ug g*), o principal produto de

degradacéo do fipronil.

Palavras-chave: Mel, Agrotoxico, Fipronil, Produtos de degradacéo, Imidacloprido,

Cromatografia.



ABSTRACT

Recently, there has been a worldwide problem of increase bee mortality (Colony
Collapse Disorder) and the intensive use of pesticides is considered one of the
suspected causes. In this work, commercial honey samples were analyzed with respect
to fipronil and imidacloprid, using High Performance Liquid Chromatography with Diode
Array Detector( HPLC -DAD ) and Gas Chromatography with Electron Capture Detector
( GC -ECD ), aiming to present new data to support researches about colony collapse
disorder. Honey extraction was performed using C18-SPE and methanol as solvent. The
analytical quantification method for fipronil and its degradation products was reformed
by matrix matched standards, internal standard calibration which resulted in analytical
curves presenting correlation coefficients higher than 0.99, recoveries around 59-99 %,
detection and quantification limits lower than 0.014 e 0.072 ug mL™, respectively, and
relative standard deviations lower than 7 %. The analytical quantification method for
imidacloprid used external standard calibration in methanol and resulted in analytical
curves presenting correlation coefficients higher than 0.999, recoveries around 72-100
%, detection and quantification limits lower than 0.03 and 0.04 yg mL™, respectively,
and relative standard deviation of 10 %. Finally, 28 commercial samples were analyzed
and 11 conferred results above quantification limits for dessulfinyl fipronil (in the
concentration range from 0,075 - 0,155 pg g™), which consist of the major degradation

product of fipronil.

Keywords: Honey, Pesticide, Fipronil, Degradation Products, Imidacloprid,

Chromatography.
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1. INTRODUCAO

A preocupacdo com o uso abusivo de agrotoxicos no Brasil ndo é unicamente
devido ao risco de intoxicacdo a que esta sujeita a populacédo, mas também a ameaca
gue outras espécies sofrem com isso. Nos Ultimos anos tem-se observado o declinio
das abelhas e, consequentemente, da polinizacdo em ambientes préximos ao uso de
agrotéxicos. Dessa forma, a preocupacdo com a conservacdo das abelhas vem
aumentando, visto que aproximadamente 75% das espécies de plantas dependem da
polinizagéo para existirem, sendo as abelhas consideradas as principais polinizadoras.
Sendo assim, o declinio das abelhas pode causar um colapso na economia de muitos
paises, tanto pela queda na producdo de produtos meliferos quanto pela queda na
producédo agricola devido a diminuicdo da taxa de polinizacdo (Freitas & Pinheiro,
2010).

Diante do problema do aumento da mortalidade e dos efeitos subletais causados
nas abelhas, torna-se imprescindivel que medidas sejam tomadas acerca dessa
guestao e, para isso, é necessario que se tenha a disposi¢cdo mais informacdes sobre a
relacdo entre certos agrotoxicos e a contaminagcao das abelhas. Com o intuito de se
observar essa relagcéo, varios autores tém realizado a determinagdo de agrotoxicos em
mel, o principal produto das abelhas. Dois dos agrotoxicos estudados sao o fipronil e o
imidacloprido, largamente utilizados no Brasil e no mundo. As pesquisas em relacdo a
esses ingredientes ativos em mel vém crescendo muito nos ultimos anos, mas ainda
permanecem com lacunas. Ambas as substancias possuem produtos de degradacao
em variadas matrizes ambientais, mas raramente s&o incluidos nas andlises de mel

(Gunasekara e Troung, 2007; Fossen, 2006).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho € o desenvolvimento de um método para
determinacao de fipronil e imidacloprido em mel e a aplicacdo deste método na analise
de amostras comerciais, a fim de fornecer dados com o intuito de subsidiar pesquisas
gue buscam relacionar o aumento da mortalidade das abelhas com a presenca de
agrotoxicos no mel, em especial os agrotoxicos estudados. Com estudos mais

aprofundados desses agrotoxicos na matriz em questdo, em conexao com pesquisas
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feitas em outras matrizes como abelhas, pdlen, néctar, etc. espera-se obter resultados
cada vez mais completos, fornecendo ferramentas suficientes para se tomar decisbes
acerca do uso e da forma de aplicacao desses produtos quimicos, a fim de se evitar ao
maximo a contaminacado das abelhas e de seus produtos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A economia brasileira é fortemente dependente da agricultura, visto que a producgéo
nacional € hegemonicamente baseada em monocultivos para exportacdo. No Brasil, o
uso de agrotoxicos comecou a se difundir por volta de 1940 e, gracas aos incentivos
fiscais e a politica de subsidios dados pelo governo ao longo desses anos, o0 pais se
tornou, em 2008, o maior consumidor de agrotdéxicos do mundo. Entretanto, com a
facilidade encontrada para a aquisicdo desses produtos, os pequenos agricultores e até
mesmo o0s produtores familiares utilizam-nos, muitas vezes de forma indiscriminada e
sem respeitar as prescri¢cdes técnicas, expondo-se aos riscos inerentes ao uso desses

ingredientes ativos (Porto & Soares, 2012).

Os efeitos nocivos que os agrotoxicos apresentam para a populacdo sao variados,
desde a intoxicagdo a que estdo submetidos os trabalhadores rurais que manipulam
diretamente esses produtos, muitas vezes sem qualquer equipamento de protecédo, até
aqueles efeitos a longo prazo a que estdo submetidos os consumidores dos produtos
agricolas. Entre os principais prejudicados pelo uso inadequado desses ingredientes
ativos (IA) estdo os trabalhadores rurais que frequentemente desrespeitam 0s prazos
de caréncia, alteram as quantidades utilizadas e as formas de aplicacao, e resistem em

usar equipamentos de protecéo individual (Porto & Soares, 2012).

Os agrotoxicos possuem diversas rotas de degradacdo no ambiente e podem se
dispersar das mais variadas formas, sendo muitas vezes encontrados em
compartimentos distintos aos que foram aplicados e na forma de um produto de
degradacdo. Esses produtos quimicos podem entrar em contato com a agua e o solo
por meio da lixiviacdo e pelo escoamento da 4gua, assim como podem ser transferidos
para a atmosfera através da volatilizacdo, da ressuspensdo de particulas e
principalmente pela dispersdo no momento da aplicacdo aérea (Kurz e colaboradores,
2013). Esse Ultimo aspecto é de extrema relevancia, pois ao serem aplicados podem
atingir areas muito mais amplas do que o esperado, afetando seres vivos nao

desejados, como as abelhas, por exemplo.



2.1. O MEL

Na busca por hébitos alimentares cada vez mais saudaveis, as pessoas tém optado
por produtos naturais, entre eles o mel, cujas propriedades benéficas sdo conhecidas
desde tempos antigos. O mel é o resultado final da elaboracdo do néctar retirado das
flores pelas abelhas, que passa por transforma¢des quimicas dentro do seu corpo e
posteriormente por evaporacdo e ventilacdo dentro da colmeia. Além da producéo de
mel, as abelhas sdo também fundamentais para a polinizacdo das culturas agricolas e
das espécies nativas. Ao sugar o néctar, as abelhas esbarram nas anteras (elemento
masculino das flores) e, consequentemente, acabam entrando em contato com o pélen,
qgue adere ao seu corpo. Ao visitar uma nova flor, o pélen cai e atinge o estigma

(elemento feminino das flores), provocando a sua fecundacgéo (Apacame, 2013).

2.1.1.A CONTAMINACAO DO MEL

A cada dia, as abelhas fazem sucessivas viagens, percorrendo varios quildémetros,
recolhnendo o néctar, a agua e o pélen das flores. Durante esse trajeto, acabam
entrando em contato com diversas particulas e microorganismos presentes no ar, no
solo ou na agua, ficando retidos nos pelos superficiais do seu corpo ou sendo inalados
e aderidos ao seu aparelho respiratério. Dessa forma, as abelhas podem também ser
utilizadas como bio-indicadores para monitoramento de impacto ambiental causados,
por exemplo, por agrotoxicos (Rissato e colaboradores, 2006). Essas particulas,
guando levadas pelas abelhas para a colmeia, acabam contaminando o mel, podendo
diminuir suas propriedades benéficas e, se presentes em grandes quantidades,
podendo apresentar ameacas a saude humana. Além da contaminacdo por
forrageamento (viagens realizadas pelas abelhas na procura por alimento), os produtos
meliferos também podem ser contaminados pela aplicacdo direta de agrotéxicos no
tratamento da colmeia (Kujawski & Namiesnik, 2011), como ilustra a Figura 1, que

apresenta formas de contaminacao das abelhas e, consequentemente, do mel.



AGROTOXICO

Aplicagdo de agrotéxios nas
plantagbes

Tratamento do apidrio com
pesticidas

PLANTAS SOLO AR AGUA

CONTAMINAGAO DIRETA CONTAMINACAO INDIRETA

Figura 1. Formas de contaminacéo das abelhas e do mel. A esquerda a contaminacéo direta, onde o
agrotoxico é aplicado diretamente na colmeia, e a direita a contaminagado indireta, onde as abelhas séo
contaminadas através do contato com plantas, solo, ar e agua contaminados.

2.2. A PROBLEMATICA DAS ABELHAS

As abelhas sdo de extrema relevancia para a economia brasileira, seja por
desempenharem papel fundamental na polinizacdo das culturas agricolas, seja pela
pratica da apicultura. Além das abelhas do género Apis, existe no pais uma numerosa
variedade de abelhas nativas, responsaveis por grande parte da polinizacdo e
reproducdo de varias espécies de plantas. Por meio das pesquisas ja realizadas, as
estimativas sdo de que no pais existem cerca de trés mil espécies de abelhas nativas
(Carvalho e colaboradores, 2011). Por este motivo, 6rgdos do poder executivo
brasileiro, preocupados em proteger esses organismos, publicaram em 2004 a
Resolucdo CONAMA n° 346 (CONAMA, 2004).

Nos ultimos anos, tem sido observado no Brasil e em todo o mundo uma
significativa perda de colmeias, fenbmeno conhecido como desordem do colapso das
colénias. No entanto, a mortalidade de abelhas brasileiras continua a ser um assunto
polémico, em comparacdo com os paises do hemisfério norte, onde ja constam varios

relatorios que mostram que o desaparecimento de abelhas € associado a doencas
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causadas por Varroa (um &caro ectoparasita), Nosema (um tipo de fungo

microsporideo), virus ou agrotoxicos (Carvalho e colaboradores, 2011).

As abelhas possuem um nivel de organizacdo muito avancado no trabalho por
castas, ou seja, qualquer perturbacdo que possa alterar de alguma forma a rotina
desses insetos pode resultar em consequéncias negativas para a colénia. Além do
aumento da mortalidade facilmente perceptivel, os ingredientes ativos causam também
efeitos subletais nas abelhas que ainda ndo séo tdo amplamente conhecidos (Freitas &
Pinheiro, 2010).

Entre os efeitos toxicos subletais causados pelos agrotéxicos nas abelhas pode-se
citar: reducdo da longevidade, alteragcbes na divisdo do trabalho, dificuldades no
forrageamento e na comunicagdo da fonte de alimento a outras abelhas da col6nia,
decréscimo na producao de progénies, alteracdo na capacidade da rainha em produzir
feroménios que inibem a producdo de novas rainhas, irritabilidade, excessiva
autolimpeza, abdéomen contraido e defeitos morfogénicos como pequeno tamanho do
corpo, malformacéo das asas e deformacéo das pernas, sendo que todos esses fatores
afetam diretamente o desempenho da col6nia. Dado que as abelhas sdo responsaveis
pela polinizacdo de aproximadamente 73 % das espécies cultivadas no mundo, é de
fundamental importancia que métodos mais seguros de defesa da agricultura sejam
utilizados (Freitas & Pinheiro, 2010).

2.3. AGROTOXICOS AVALIADOS

Segundo relatorio do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) de 2009, as classes de defensivos agricolas mais comercializadas
no Brasil sdo os herbicidas, seguidos pelos inseticidas e pelos fungicidas (IBAMA,
2009). Classificado como inseticida, formicida e cupinicida, o fipronil € um pirazol
considerado como de Ultima geracdo, amplamente utilizado no Brasil e no mundo em
culturas como batata, cana-de-agucar, milho, algoddo, arroz, eucalipto, soja, cevada,

feijdo e trigo. JA o imidacloprido, pertencente a classe dos inseticidas, é um

neonicotindide largamente utilizado no mundo para o controle de pragas, sendo



registrado no Brasil para um grande namero de culturas, tais como algoddo, amendoim,
arroz, aveia, cevada, feijao, milho, soja, trigo, abacaxi, abdbora, abobrinha e alface
(Freitas & Pinheiro, 2010; Agrofit, 2013). Entretanto, nos Uultimos anos, esses
agrotéxicos vém sendo banidos em varios paises, como Franca, Alemanha e Italia
(Flores-Ramirez e colaboradores, 2012; Casida, 2012), devido a sua toxicidade elevada

a outros organismos nao-alvo, como aves, mamiferos e abelhas.

2.3.1. O FIPRONIL

O fipronil (5-amino-1-[2,6dicloro-4-(trifluorometil)fenil]-4-[(trifluorometil)sulfinil]-1H-
pirazol-3-carbonitrila) € um agrotoxico utilizado no controle de uma grande variedade de
insetos como cupim, formiga, insetos de solo, barata, mosquito, gafanhoto, carrapato e
pulga. E uma molécula muito ativa, interferindo nos receptores &acido gama-
aminobutiricos (também conhecido pela sigla inglesa GABA - Gamma-AminoButyric
Acid), rompendo com o influxo das transmissdes nervosas, como a passagem de ions
cloreto, causando hiperexcitacdo, paralisia e morte do inseto. Apresenta baixa
solubilidade em agua, preferindo matrizes organicas (ou lipofilicas) e € bastante estavel
a temperatura ambiente. Apresenta baixa volatilidade, indicando baixas concentracdes
no ar, mas durante aplicacdo aérea uma grande quantidade do produto pode sofrer
deriva. Apresenta tempos de meia-vida variaveis no solo, dependendo da
predominancia de processos aerobicos ou anaerébicos, e moderada mobilidade no solo
(Tabela 1) (Gunasekara & Troung, 2007).



Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do fipronil (Adaptada de Gunasekara & Troung, 2007).

Solubilidade

Tempo de meia-vida

LogKow
KOC

Presséo de Vapor

Agua (pH=5): 1,9 mg L™
Agua (pH=9): 2,4 mg L™
Hexano: 28,0 mg L™
Tolueno: 3000 mg L™
Hidrdlise: (pH =5 —7) > 100 dias; (pH = 12) = 2,4 horas
Solo aerdbico: 188 dias
Solo anaerdbico: 18,3 — 22,2 dias
3,5
427-1248

3,7x10” mPa

O fipronil se degrada rapidamente por meio de reducdo, hidrolise, oxidacdo e
fotdlise para quatro metabdlitos majoritarios que, assim como o fipronil, agem no

receptor GABA e séo biologicamente ativos. Os quatro produtos de degradacéo (Figura

2) e 0s meios mais provaveis de formacéo sao (Gunasekara & Troung, 2007):

e Fipronil sulfeto — principal produto de degradacdo em solo, resultante da

degradacéao por reacdes bidtica e reducdo, bem como fotdlise em campos com

folhagens;

e Fipronil sulfona — resultante da degradacéo por reacfes bidticas e oxidacdo em

solo e fotélise em campos com folhagens;

e Fipronil dessulfinil — resultante de fotélise em solo e campos com folhagens;

e Fipronil amida — resultante de degradacdo por reacdes bidticas em solo e

hidrolise em agua.
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Figura 2. Fipronil e seus produtos de degradacéo fipronil sulfeto, fipronil sulfona, fipronil dessulfinil e
fipronil amida (Adaptado de Gunasekara & Troung, 2007).

O fipronil tem sido muito estudado nos ultimos anos devido a sua elevada
toxicidade para alguns seres vivos, como aves, organismos aquaticos e insetos. O
fipronil tem se apresentado bastante toéxico para uma grande variedade de aves tanto
por meio de exposicdo aguda quanto crénica. Também apresenta elevada toxicidade
para organismos aquaticos, podendo ser bioacumulado em alguns. Seus produtos de
degradacdo, mesmo em baixas concentracfes, também tém revelado elevada
toxicidade. Quanto aos insetos, além da elevada toxicidade aos organismos alvo, o

fipronil tem se mostrado bastante toxico para abelhas, cuja dose letal varia de 4 a 6,2



ng, o que tem despertado a atencéo de varios paises quanto ao uso deste ingrediente
ativo (Gunasekara & Troung, 2007).

2.3.2.0 IMIDACLOPRIDO

O imidacloprido (1-[(6-cloro-3-piridinil)metil]-N-nitro-2-imidazolidinimina) €& um
inseticida cloronicotindide que mata os insetos via ingestdo ou contato, interferindo no
sistema nervoso. E amplamente utilizado para controle de varios insetos no tratamento
de sementes, do solo e de plantacdes e até mesmo no controle de pulgas em animais
domésticos. A baixa adsor¢cdo em matéria organica do solo e a elevada solubilidade em
agua revelam uma alta tendéncia de sofrer lixiviagdo e, consequentemente, dissipacdo
no ambiente. Ja a sua elevada suscetibilidade a sofrer fotodegradacdo e baixa
afinidade por matéria orgénica revela um baixo potencial em sofrer bioacumulacdo
(Fossen, 2006).

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas do imidacloprido (adaptada de Fossen, 2006).

Solubilidade Agua (pH = 7): 514 mg L™
Tempo de meia-vida Hidrélise: (pH = 7) > 30 dias
Meio aerdbico: 997 dias

Meio anaeroébico: 27,1 dias

LogKow 0,57
Koc 132 a 310
Presséo de Vapor 1,33x10° mPa

A persisténcia do ingrediente ativo no ambiente e a formacao de seus produtos de
degradacdo, muitos deles toxicos, depende do meio em que este esta inserido, bem
como das condi¢cbes ambientais, tais quais pH, luz, tipo de solo, presenca de agua,
oxigénio, vegetacao etc. (Rossi e colaboradores, 2005). Seus principais produtos de
degradacdo em agua e em solo sao ilustrados na Figura 3 e na Figura 4,

respectivamente, e servem como orientacdo dos possiveis produtos de degradacdo do
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imidacloprido nas demais matrizes ambientais, dependendo de suas caracteristicas

fisico-quimicas.
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Figura 3. Produtos de degradacéo do imidacloprido em agua (Adaptado de Fossen, 2006).
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Figura 4. Produtos de degradacéo do imidacloprido em solo (Adaptado de Fossen, 2006).

Varios estudos vém sendo conduzidos sobre os efeitos do imidacloprido em
insetos, principalmente em abelhas devido aos baixos valores de LDs, (dose letal para

50 % das abelhas estudadas), atingindo 8 ng (Fossen, 2006).

2.4. A ANALISE DO MEL

O mel é basicamente uma mistura altamente concentrada de aguUcares, cuja
composicao varia de acordo com as espécies de plantas, a raca das abelhas, a
composicdo do solo, seu estado de maturacédo, condicbes meteorolégicas do campo
etc. (Vilhena & Almeida-Muradian, 1999). Dentre os acUcares constituintes do mel, os
monossacarideos representam a grande maioria, variando de 85 a 95 % de sua
composicao (Marchini e colaboradores, 2005). Além dos acUcares, o mel também é
composto por acidos organicos, vitaminas, flavonoides, acetilcolina, minerais, enzimas e
muitos outros compostos organicos responsaveis por suas caracteristicas
organolépticas (Vilhena & Almeida-Muradian, 1999). Devido a essa complexidade da
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matriz, a determinacdo de tracos de agrotdxicos no mel € uma tarefa dificil, requerendo
uma etapa de clean-up a fim de eliminar possiveis interferentes (Kujawski & Namiesnik,
2011).

O preparo de amostra ideal reduz a interferéncia de matriz, aumentando a
sensibilidade, reduzindo os limites de deteccdo e quantificacdo e melhorando a
precisio do método. As seguintes etapas sdo frequentemente necessarias:
amostragem e homogeneizacédo, extracdo, pré-concentracdo, clean-up e concentracao
final para analise instrumental. Para a etapa de extracdo, a técnica mais comumente
utilizada é a Extracdo em Fase Solida (SPE, do inglés, Solid Phase Extraction) ou a
Extracdo Liquido-Liquido (LLE, do inglés, Liquid-liquid Extraction), sendo esta ultima
geralmente seguida por uma etapa de clean-up utilizando coluna SPE. Além disso,
como os efeitos de matriz sdo acentuados, é interessante que uma calibracgdo utilizando

0s extratos da propria matriz seja empregada (Kujawski & Namiesnik, 2011).

2.5. DETERMINACAO DOS AGROTOXICOS  FIPRONIL E
IMIDACLOPRIDO

O fipronil, por apresentar grupos eletronegativos (halogénios), normalmente é
determinado através da técnica GC-ECD (do inglés, Gas Chromatography Coupled with
Electron Capture Detector), pois a presenca de halogénios causa uma supressao do
fluxo de elétrons, levando a formacéo do sinal instrumental, e GC-MS (do inglés, Gas
Chromatography Coupled with Mass Spectrometry) (Kurz e colaboradores, 2013; Gan e
colaboradores, 2012; Jiménez e colaboradores 2008; Flores-Ramirez e colaboradores
2012; Sanchez-Brunete e colaboradores 2008). Ja& o imidacloprido € detectado por
radiacdo ultravioleta com comprimento de onda maximo em 270 nm e,
consequentemente, a técnica mais comumente empregada € HPLC-DAD (do inglés,
High Performance Liquid Chromatography Coupled with Diode Array Detector) (Rossi e
colaboradores 2005; Seccia e colaboradores, 2008), mas ha também quem o faca

utilizando GC-MS, como € o caso de Rossi e colaboradores (2005).
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2.5.1. FIPRONIL

Sanchez-Brunete e colaboradores (2008) desenvolveram uma metodologia
analitica para determinacéo de residuos de Fipronil em mel. Para o preparo da amostra,
uma porcéo de 10 g de mel foi dissolvida em uma mistura de agua-metanol (7:3 v/v) e a
solugéo foi fortificada com uma mistura de fipronil e heptacloro (padréo interno). A
amostra foi inserida em um cartucho SPE C18 e o analito eluido com 2x5 mL de
hexano-acetato de etila (1:1 v/v). O eluato foi entdo concentrado a 1 mL e analisado por
GC-ECD e por GC-MS.

Entretanto, segundo estudos feitos por Jiménez e colaboradores (2008), o fipronil
se degrada no mel, e seus produtos de degradacdo também devem ser levados em
consideracao na analise. Esses estudos envolveram extragcdes com SPE e analise por
GC-MS de amostras de mel fortificadas com 0,5 mg kg™. Constatou-se que apds 52
dias a concentracdo resultante de fipronil foi de apenas 0,29 mg kg®, ou seja, a

concentracao havia decrescido em 41 %, conforme a Figura 5.
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Figura 5. Variacdo da concentracdo de fipronil em mel com o tempo de armazenamento (Adaptado de
Jiménez e colaboradores, 2008).

Dessa forma, pode-se concluir que determinacfes de fipronil em mel podem néo
representar fielmente a contaminacdo se os produtos de degradacdo ndo forem

avaliados, visto que se a amostra for armazenada por um longo periodo de tempo, o
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gque geralmente ocorre com mel comercial, os analitos encontrados a partir da
contaminagao com fipronil podem ser o fipronil sulfeto, o fipronil sulfona e o fipronil

dessulfinil.

Artigos de determinacao simultanea de fipronil e seus produtos de degradacdo em
mel ndo foram encontrados na literatura, através da busca com as palavras-chave
fipronil; degradation; honey. Flores-Ramirez e colaboradores (2012) desenvolveram um
método analitico para determinacdo de fipronil e seus produtos de degradacdo em
amostras de solo, o que pode ser considerado como uma referéncia para o
desenvolvimento do respectivo método para analises em mel. Dessa forma, utilizando-
se como base estudos feitos em outras matrizes, como em solo, por exemplo, pode-se
ter uma orientacédo para o desenvolvimento de um método para a matriz mel, de forma
a determinar fipronil juntamente com seus produtos de degradacéo e obter resultados

mais fidedignos acerca de contaminacédo de mel com o agrotéxico.

2.5.2. IMIDACLOPRIDO

Grande parte dos trabalhos encontrados na literatura que determinaram
imidacloprido na matriz mel realizaram analises simultaneas com outros agrotéxicos
nicotindides. Fidente e colaboradores (2005) desenvolveram um método para analise
de quatro inseticidas nicotindides em mel, sendo eles imidacloprido, acetamiprido,
tiacloprido e tiametoxam (Figura 6). Inicialmente, uma porcdo de 5 g de mel foi
dissolvida em agua e fortificada com os agrotoxicos. Em seguida a amostra foi extraida
em cartucho SPE (Extrelut-NT 20, Merck), onde o analito foi eluido com 5 x 20 mL de
diclorometano. O eluato foi entdo evaporado completamente e redissolvido em 1 mL de
metanol para analise por LC-ESI-MS (do inglés, Liquid Chromatography Coupled with

Electrospray lonization Source and Mass Spectrometry).
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Figura 6. Estrutura quimica dos inseticidas imidacloprido, acetamiprido, tiacloprido e tiametoxam
(Adaptado de Fidente e colaboradores, 2005).

Ding e colaboradores (2011) estudaram os produtos de degradacdo do
imidacloprido em agua a temperatura ambiente, aplicando radiacao ultravioleta com
comprimentos de onda superiores a 280 nm, até que todo ou quase todo o material de
partida desaparecesse. O ingrediente ativo, juntamente com 0s seus produtos de
fotolise, foram detectados por LC-MS (do inglés, Liquid Chromatography Coupled with
Mass Spectrometry).

A formacao dos produtos de degradacéo do imidacloprido depende da matriz e das
condi¢cbes ambientais, como o pH, luz, tipo de solo, presenca ou auséncia de agua,
presenca de vegetacdo, etc. Rossi e colaboradores (2005), ao determinarem a
presenca de imidacloprido em abelhas, pélen, mel, grama e flores, avaliaram a
presenca do acido 6-cloronicotinico, descrito como principal produto de degradacao. As
determinacdes foram feitas utilizando-se HPLC-UV (do inglés, High Performance Liquid
Chromatography Coupled with Ultraviolet Detector) e GC-MS. Os resultados de limites
de deteccdo, de quantificacdo e as recuperacdes analiticas para 0 método usando
HPLC foram maiores que para o CG-MS, visto que nesse método utiliza-se radiacao

ultravioleta, que também é responsavel pela degradacéo parcial do imidacloprido.
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3. MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento do método analitico foi realizado com base em diversos artigos
que tratam dos mesmos analitos, mas, devido a escassez de dados bibliograficos, na
maioria das vezes em matrizes diferentes, como leite, solo e agua. Além disso, o
desenvolvimento de um método para analise simultanea de dois analitos distintos como
o fipronil e o imidacloprido apresenta algumas dificuldades, como o método de detec¢éo
comum a ambos e a escolha do solvente e do cartucho adequado para extracao
representativa dos dois analitos. Dessa forma, a escolha dos parametros tais como o
solvente a ser utilizado na extracdo, a composi¢cdo da fase mével na cromatografia
liquida, o solvente em que esta inserido o analito, entre outros, requereu varias

tentativas, até a definicdo do método final otimizado.

3.1. LIMPEZA DAS VIDRARIAS

Todas as vidrarias foram lavadas com agua e sabdo e, em seguida, com agua
destilada por osmose reversa (Osmose Reversa OS10 LX, Gehaka, 2012). As vidrarias
nao volumétricas foram entdo deixadas em uma mufla por 4 horas a 350 °C e as
vidrarias volumeétricas foram enxaguadas com etanol 99,5 %, metanol grau HPLC e
hexano grau HPLC, todos por duas vezes. Tal procedimento de limpeza é

imprescindivel para minimizar a presenca de interferentes.

3.2. PREPARO DE AMOSTRA

O preparo de amostra foi realizado em diversas etapas teste, a fim de se obter os
melhores parametros para a extracdo simultdnea de todos os analitos, sendo eles

imidacloprido, fipronil, fipronil dessulfinil, fipronil sulfona e fipronil sulfeto.

3.2.1. DESCRICAO DAS AMOSTRAS

As amostras de mel escolhidas foram produtos comerciais disponiveis no comércio
local, selecionadas de forma a se obter a maior diversidade possivel das fontes do mel.
Cada uma delas estad devidamente identificada na Tabela 3, sendo que a marca foi

omitida a fim de se preservar legalmente os dados gerados.
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Tabela 3. Amostras de mel utilizadas para determinacéo de imidacloprido, fipronil, fipronil dessulfinil,

fipronil sulfona e fipronil sulfeto.

Marca Florada Predominante
Mel 1 (Orgénico) Marca 1 Silvestre
Mel 2 (Orgénico) Marca 2 *
Mel 3 Silvestre - Cipo
Mel 4 Laranjeira
Mel 5 Marca 3 Silvestre - Carvoeiro
Mel 6 Silvestre — Aroeira
Mel 7 Silvestre - Sabia
Mel 8 (Orgénico) Marca 4 Silvestre
Mel 9 (Orgénico) Marca 5 Eucalipto
Mel 10 (Orgénico) Marca 6 *
Mel 11 (Orgénico) Marca 7 *
Mel 12 *
Mel 13 (Orgénico) Marca 8 *
Mel 14 *
Mel 15 *
Mel 25 Marca 9 .
Mel 16 Marca 10 *
Mel 17 Marca 11 *
Mel 18 Marca 12 *
Mel 19 Marca 13 Laranjeira
Mel 20 Marca 14 Silvestre
Mel 21 Marca 15 Silvestre
Mel 22 (Orgénico) Marca 16 *
Mel 23 Marca 17 Silvestre
Mel 24 (Orgénico) Marca 18 *
Mel 26 Marca 19 Silvestre da Serra
Mel 27 Marca 20 Silvestre
Mel 28 Marca 21 Silvestre

*Informacéo nédo fornecida pelo fabricante.

3.2.2.ESCOLHA DO ADSORVENTE

A escolha do adsorvente para extracdo foi feita avaliando dois cartuchos

disponiveis no AQQUA (Laboratério de Automacdo, Quimiometria e Quimica
Ambiental), sendo eles Agilent SampliQ C18 (500 mg / 6 mL) e Agilent SampliQ OPT

(60 mg / 3 mL). Para realizacdo do estudo, duas aliquotas da amostra (Mel 2) foram
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fortificadas com concentragfes diferentes dos ingredientes ativos e extraidas com os
cartuchos OPT e C18. O adsorvente escolhido seria, entdo, 0 que apresentasse
melhores recuperacdes para o fipronil e para o imidacloprido.

Foram pesados 7 g de mel em um erlenmeyer, o que equivale a aproximadamente
5 mL. Em seguida, completou-se o volume para 35 mL com &gua destilada e
homogeneizou-se a solugcao (branco). O mesmo procedimento foi repetido para 7 g da
mesma amostra de mel, desta vez adicionando 50 uL de cada solugcédo dos padrbes de
fipronil e seus metabdlitos e 100 pL da solucdo de imidacloprido (spike baixo). Em uma
terceira amostra foram adicionados 150 pyL de cada solugdo dos padrdes de fipronil e
seus metabdlitos e 300 pyL da solugdo de imidacloprido (spike alto). Devido a baixa
disponibilidade dos cartuchos, este estudo foi desenvolvido com uma unica replicata do
branco e 3 replicatas dos spikes baixo e alto. As concentracdes das solucdes dos
padrdes e as concentracfes dos agrotoxicos esperadas nos extratos sdo mostradas na
Tabela 4.

Tabela 4. Concentrac¢des finais de fipronil, imidacloprido, fipronil dessulfinil e fipronil sulfona nos extratos
da amostra fortificada para estudo do cartucho mais adequado ao método de extracao.

Concentracéo esperada na solugéo

Sol. estoque Volume Adicionado (pL)
Analito ) final (ug g™)
(ng mL™)
Fortificacdo 1  Fortificagéo 2 Fortificacdo 1 Fortificacdo 2

Fipronil 11,5 50 150 0,082 0,246
Fipronil Dessulfinil 12,0 50 150 0,086 0,257
Fipronil Sulfona 11,8 50 150 0,084 0,253
Imidacloprido 8,0 100 300 0,114 0,343

Obs: A solucgédo padréo de fipronil sulfeto disponivel era unicamente qualitativa.

3.2.2.1. ADSORVENTE C18

Os cartuchos de extracdo em fase sélida da marca Agilent SampliQ C18 séo
constituidos por um adsorvente de fase reversa, octadecilsilano (ODS ou C18),

podendo ser utilizados para separar compostos levemente acidos, basicos e neutros de
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matrizes complexas. Esse adsorvente apolar forma ligacbes com compostos
hidrofébicos, além de interacfes polares associadas a superficie dos grupos silanais.
Dessa forma, esse adsorvente € aplicavel tanto para analitos polares quanto apolares,

permitindo aplica¢des nas areas farmacéuticas, ambientais e forenses.

3.2.2.1.1. CONDICIONAMENTO DOS CARTUCHOS

O condicionamento dos cartuchos foi realizado com base no procedimento padréo
da Agilent, disponivel em sua pagina eletrénica (Agilent, 2014).

ApOGs conectar os cartuchos a aparelhagem de extracdo representada na Figura 7,
adicionou-se 5 mL de metanol, aplicou-se vacuo e descartou-se o solvente, sem
permitir a secagem do adsorvente. Em seguida, o procedimento foi repetido com 5 mL
de agua destilada MilliQ (Millipore).

Figura 7. Aparelhagem utilizada para o condicionamento, carga e lavagem dos cartuchos para extracao
dos agrotoéxicos fipronil e imidacloprido em mel. A direita, uma bomba de vacuo acoplada ao sistema.

3.2.2.1.2. CARGA DOS CARTUCHOS

Os cartuchos C18 foram carregados, sob vacuo, com 5 mL da solucdo do mel
preparada de acordo com o item 0., descartando o residuo da extracdo. Em seguida os
cartuchos foram lavados com 5 mL de 4gua e aguardou-se até a completa secagem

destes.
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3.2.2.1.3. ELUICAO DOS ANALITOS

Para eluicdo dos analitos de interesse, os cartuchos foram conectados ao manifold
ilustrado na Figura 8 e foi aplicado vacuo. Adicionou-se a cada cartucho C18 3 mL de
metanol trés vezes, visto que este solvente apresentava polaridade adequada, e o0s
eluidos foram coletados em um mesmo vial. Em cada passagem do solvente permitiu-

se a secagem completa do adsorvente.

\e n 8
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Figura 8. Manifold utilizado para realizar a eluicdo dos cartuchos de extracdo em fase sélida (SPE) para
extracdo dos agrotéxicos fipronil e imidacloprido em mel.

3.2.2.2. ADSORVENTE OPT

O adsorvente do tipo OPT (do inglés Optimized Polymer Technology), pode ser
utilizado para compostos com uma ampla faixa de polaridade, pKas e solubilidades,
sendo proposto para isolar tanto compostos neutros quanto basicos. A fase estacionaria
€ constituida por uma resina inerte a uma grande variedade de solventes, estavel na
faixa de pH de 0 a 14 e aplicavel a solu¢cdes aquosas. Essa resina exibe retencédo tanto
para compostos polares quanto apolares, gracas a propriedade de balanco
hidrofilico/lipofilico. O comportamento é de fase reversa, que possibilita a analise dos

extratos tanto por meio de técnicas de cromatografia liquida quanto gasosa.
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3.2.2.2.1. CONDICIONAMENTO DOS CARTUCHOS

O condicionamento dos cartuchos foi realizado com base no procedimento
padrdo da Agilent, disponivel em sua pagina eletrénica (Agilent, 2014), semelhante ao
j descrito no item 3.2.2.1.1, mas com apenas 3 mL de metanol e 3 mL de agua.

3.2.2.2.2. CARGA DOS CARTUCHOS

Os cartuchos OPT foram carregados, sob vacuo, com 3 mL da solugdo do mel
preparada de acordo com o item 0, descartando o residuo da extracdo. Em seguida os
cartuchos foram lavados com 1 mL da mistura agua-metanol (95:5) e aguardou-se até a
completa secagem do adsorvente.

3.2.2.2.3. ELUICAO DOS ANALITOS

Para a eluicdo dos analitos de interesse, os cartuchos foram conectados ao manifold
representado na Figura 8 e foi aplicado vacuo. Adicionou-se a cada cartucho OPT 2 mL
de metanol trés vezes, visto que este solvente apresentava polaridade adequada, e os
eluidos foram coletados em um mesmo vial. Em cada passagem do solvente permitiu-

se a secagem completa do adsorvente.

3.2.2.3. CONCENTRACAO DOS EXTRATOS

Todos os extratos foram concentrados sob fluxo de nitrogénio a uma temperatura
de 40 °C (Concentrador TE-019, Tecnal, Figura 9), até a completa evaporacdo do
solvente. O extrato seco foi ressuspendido com fracbes de metanol e transferido
guantitativamente para vials de cromatografia até um volume final de 1 mL. Apos esse
procedimento, os vials foram tampados, envolvidos em papel aluminio e armazenados

no congelador até o momento da determinacdo cromatografica.
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Figura 9. Aparelhagem utilizada para aplicacdo de fluxo de nitrogénio para concentracdo dos extratos
obtidos a partir de amostra de mel.

3.2.3.ESCOLHA DO SOLVENTE PARA EXTRACAO

Foi preparada uma solucdo aquosa de 15 mL contendo 5 g de mel (Mel 1), 400 uL
da solucédo dos padrbes analiticos de fipronil e seus metabolitos com concentracdo de
aproximadamente 2,3 ug mL™ e 400 pL da solucdo de imidacloprido com concentracédo
de 8 ug mL™. Uma aliquota de 1 mL dessa soluc&o foi carregada em 4 cartuchos SPE
cujo adsorvente (C18) foi selecionado na etapa de escolha do cartucho (C18 17 % 500
mg / 6 mL, Ultrapure Silica Gels, Silicycle), em duplicata, previamente condicionados de
acordo com o item 3.2.2.1.1. Os cartuchos foram lavados com 5 mL de agua destilada e
eluidos com as combinagcdes de solvente descritas na Tabela 5. As concentracdes
finais resultantes nos extratos estdo representadas na Tabela 6.

Tabela 5. Combinacdes de solventes testadas para otimizacao da extracdo de imidacloprido e fipronil de
amostras de mel.

Cartucho 1 3 x 3 mL de metanol

Cartucho 2 3 x 3 mL de isopropanol

Cartucho 3 2 x 3 mL de metanol + 3 mL de isopropanol
Cartucho 4 3 x 3 mL de mistura isopropanol-hexano (1:1 viv)

Obs.: O adsorvente secava completamente entre cada adi¢éo de solvente.

23



Tabela 6. Concentragcbes resultantes dos analitos nos extratos preparados a partir de amostras de mel
para a escolha do solvente de extrago.

Solucéo estoque Volume Concentracéo na
Analito (ug mL™) Adicionado (L)  solucédo final (ug g™)
Fipronil 2,30 400 0,184
Fipronil Dessulfinil 2,40 400 0,192
Fipronil Sulfona 2,36 400 0,1888
Imidacloprido 8,00 400 0,64

Os eluidos foram secos sob fluxo de nitrogénio, a temperatura de 40 °C, até a
completa evaporacdo do solvente. Os analitos foram ressuspendidos em metanol e
transferidos quantitativamente para vials de cromatografia, com 0,032 ug mL™* de
decaclorobifenila (padréo interno), até que completasse 1 mL de solucdo. Cada vial foi
tampado, envolvido em papel aluminio e armazenado no congelador, até o0 momento da

determinacdo cromatografica.

3.2.4.EXTRACAO DAS AMOSTRAS DE MEL

Aproximadamente 1 g de cada amostra de mel foi pesada em tubos de ensaio
utilizando-se uma balanca analitica com precisdo de quatro casas decimais. Em
seguida, cada amostra foi diluida em agua até o volume de 3 mL (em um tubo de
ensaio previamente calibrado) e a solucdo foi homogeneizada sob agitacdo. O
condicionamento dos cartuchos SPE (C18 17 % 500 mg / 6 mL, Ultrapure Silica Gels,
Silicycle) foi realizado de acordo com o Item 3.2.2.1.1. Os cartuchos foram carregados
com 1 mL da solucdo da amostra e lavados com 5 mL de agua destilada. Essas etapas

foram realizadas permitindo-se a completa secagem do adsorvente.

Com base nos estudos anteriores, no sistema manifold, os extratos foram eluidos
com 3 x 3 mL de metanol e coletados em tubos de ensaio. Os eluidos foram secos sob
fluxo de nitrogénio, a temperatura de 40 °C, até a completa evaporacédo do solvente. Os

analitos foram ressuspendidos em metanol e transferidos quantitativamente para vials
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de cromatografia, com 0,032 pug mL™* de decaclorobifenila (padrdo interno), até que
completasse 1 mL de solugdo. Cada vial foi tampado, envolvido com papel aluminio e

armazenado no congelador, até 0 momento da determinacéo cromatogréfica.

3.3. DETERMINACAO DE FIPRONIL EM MEL

Para a determinagdo de fipronil e de seus metabodlitos em mel foi necessério
realizar varias etapas prévias, tais como o preparo das solu¢des padrao para trabalho,
a extracdo das amostras fortificadas, a otimizacdo dos parametros cromatogréaficos e a
validacdo do método para, finalmente, se determinar e quantificar os analitos nas
amostras comerciais. Essas etapas sdo descritas mais detalhadamente nas proximas

secoes.

3.3.1. ABERTURA DAS AMPOLAS DO FIPRONIL E DOS SEUS PRODUTOS
DE DEGRADACAO

As ampolas, preservadas no congelador, foram abertas na Central Analitica do
Instituto de Quimica, onde o ambiente é refrigerado por ar condicionado, a fim de se
minimizar a evaporacao do solvente durante o preparo das solucdes. O conteddo de
cada ampola foi medido utilizando uma seringa gas-tight de vidro de 1 mL e transferido
para um baldo volumétrico de 10 mL, tendo seu volume completado com metanol
(Tabela 7).
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Tabela 7. Concentragéo das solugdes-mée de fipronil, fipronil dessulfinil, fipronil sulfona e fipronil sulfeto
e respectivas concentragdes resultantes apds a diluicéo.

Concentragéo nas Volume contido na Concentragéo final
Analito (marca) ampolas ampola (mL) (1g L)
Fipronil (P-738S 100 uyg mL™* em L1 s
AccuStandard) metanol
Fipronil Dessulfinil (P- 100 yg mL™* em L o
782S-A AccuStandard) acetona

Fipronil Sulfona (P-780S-A 100 yg mL™ em

AccuStandard) acetona

1,18 11,8

Fipronil Sulfeto (P-782S-A
AccuStandard)

A solucéo de fipronil sulfeto disponivel era unicamente qualitativa.

Cada solucao estoque foi dividida em dois frascos com tampa e armazenadas no

congelador. Apenas um dos frascos foi aberto para o preparo das solu¢des de trabalho.

3.3.2. CONSTRUCAO DAS CURVAS ANALITICAS DO FIPRONIL E DOS SEUS
PRODUTOS DE DEGRADACAO

Duas curvas analiticas foram preparadas: uma em solvente puro (metanol, visto
gue os extratos foram preparados neste solvente) e outra no extrato visando avaliar o

efeito de matriz.

3.3.2.1. CURVA ANALITICA EM METANOL

Uma unica solucdo-mae contendo todos os analitos foi preparada a partir das
solucdes estoque descritas no Item 3.3.1 e, a partir desta, procedeu-se a preparacao
dos padrdes para a curva analitica em metanol grau HPLC. A solucdo de cada ponto da
curva foi adicionado um volume fixo do padrdo interno decaclorobifenila (concentracéo
final de 0,032 ug mL™). As concentracdes da solugdo-mae e das solucées da curva

analitica estéo representadas na Tabela 8.
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Tabela 8. Concentragdo da solugdo-mée preparada a partir das e dos padrbes utilizados para a
construcdo da curva analitica do fipronil, fipronil dessulfinil, fipronil sulfona e fipronil sulfeto.

. 4 Concentrac8es das soluc8es-padréo utilizadas para
Solugbes (ug mL™) . . 1
construgdo da curva analitica (ug mL™)

Solucgéo
Solugdo-mae PAD1 PAD2 PAD3 PAD4 PAD5 PAD6

estoque
Fipronil 115 0,230 0,0230 0,0322 0,0414 0,0552 0,0690 0,0828
Fipronil Dessulfinil 12,0 0,240 0,0240 0,0336 0,0432 0,0576 0,0720 0,0864
Fipronil Sulfona 11,8 0,236 0,0236 0,0330 0,0425 0,0566 0,0708 0,0850
Fipronil Sulfeto 11,5 0,230 0,0230 0,0322 0,0414 0,0552 0,0690 0,0828

Obs.: Ao se injetar 1 uL das solug@es de fipronil sulfeto, de concentracdes desconhecidas, no GC-ECD,
obteve-se sinais cromatograficos semelhantes aos do fipronil nas concentracdes correspondentes ao
preparo. Dessa forma, as concentracdes relativas ao fipronil sulfeto foram consideradas iguais as do

fipronil a fim de se trabalhar com valores reais de concentracao.

3.3.2.2. CURVA ANALITICA EM EXTRATO DA MATRIZ BRANCA
FORTIFICADA

Com o objetivo de melhorar a linearidade do método e reduzir os efeitos de matriz,
uma nova curva analitica foi construida utilizando-se extrato da matriz branca
fortificada. Para isso, partindo-se da solucdo-mée apresentada na Tabela 8, fortificou-se
um extrato previamente analisado e isento dos ingredientes ativos (extrato do Mel 3,
extraido conforme o item 3.2.4), sucessivas vezes, originando solucfes padrdo com as
concentracfes descritas na tabela, que foram injetadas no GC-ECD a cada fortificacéo.
Esse método foi utilizado juntamente com a padronizacéo interna, onde a concentracao

de decaclorobifenila foi a ja descrita no item 3.3.2.1.

3.3.3. DESENVOLVIMENTO DO METODO DE ANALISE INSTRUMENTAL

O volume de injecdo das amostras foi de 1 yL e as injecdes foram realizadas
manualmente no GC-ECD (Shimadzu GC-2010; Figura 10), com gas de arraste hélio

5.0, gas make-up nitrogénio 5.0 e coluna capilar cromatogréafica com filme de 5% de
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fenil e 95% de metilpolisiloxano Rtx®-5 Restek (comprimento: 30 m, diametro interno:

0,25 mm e espessura do filme: 0,25 um). Os demais parametros cromatograficos do

método estao descritos na Tabela 9.

e

Figura 10. GC-ECD, Shimadzu CG-2010, localizado na Central Analitica do Instituto de Quimica da

Universidade de Brasilia (CAIQ-UnB).

Tabela 9. Condigbes cromatogréaficas do GC-ECD para determinagéo de fipronil e seus produtos de

degradac8o em amostras de mel.

Temperatura (°C) 260
Modo de Injeg&o Splitless
Tempo de Amostragem (min) 2,0
Injetor Razéo de split 1:20
Gés de arraste Hélio
Modo de controle de fluxo Presséo
Fluxo na coluna (mL min™) 0,92
Temperatura (°C) 100
Coluna Programagcéo da Temperatura 100 °C por 1 min; 15 °C min™ até 230 °C;
2 °C min™ até 256 °C por 2 min; 20 °C min™
até 280 °C por 10 min
Tempo total da corr.ida cromatogréafica 35,87
(min)
Temperatura (°C) 305
Detector Gas Make-up Nitrogénio
Fluxo do gas Make-up (mL min™) 20
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3.3.4.VALIDACAO

Com a finalidade de se atestar a confiabilidade do método, algumas figuras de
mérito foram avaliadas, tais como linearidade, limites de deteccéo e de quantificacao,
repetitividade e recuperacdo, com base em Ribani e colaboradores (2004) e
Valderrama e colaboradores (2009).

3.3.4.1. LINEARIDADE

A linearidade do método foi avaliada por meio do coeficiente de correlacdo (r) da
curva analitica. A curva foi gerada a partir de 6 pontos, em triplicata, de concentracdes
distintas dos analitos em extrato de mel (Mel 3) isento do ingrediente ativo, utilizando a
padronizacdo interna, onde o padrao interno foi selecionado com base em tentativas
empiricas. A area do sinal de cada analito foi dividida pela area do padréo interno
(decaclorobifenila, ¢ = 0,032 pg mL™) gerando-se um grafico a partir da relacéo razéo
das intensidades dos picos versus concentracdo do analito. O critério minimo aceitavel
do coeficiente de correlacdo, conforme a RESOLUCAO-RE N° 899, DE 29 DE MAIO DE
2003 da ANVISA, deve ser = 0,99 (ANVISA, 2013).

O tempo de retencdo utilizado para a construcdo da curva analitica do fipronil
sulfeto é de 15,3 minutos, do fipronil de 15,6 minutos e do fipronil sulfona 17,5 minutos.
O tempo de retencao utilizado para a construcédo da curva analitica do fipronil dessulfinil
foi o0 somatério das intensidades de dois sinais cromatograficos, com tempo de retencéo
de 13,3 e 19,6 minutos, visto que ambos 0s sinais correspondem ao analito em

guestao, como pode ser observado na Figura 12.

O estudo da faixa linear dinamica nao foi realizado devido a indisponibilidade de

novos cartuchos.

3.3.4.2. PRECISAO

A precisdo do método foi avaliada em niveis de repetitividade das extracdes e
injecbes e de precisdo intermediaria das inje¢cdes. Como cada extrato foi injetado em

triplicata, utilizou-se a equacdo abaixo para o calculo do desvio padrdo, conforme
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recomendacdo do Manual da Garantia da Qualidade Analitica do Ministério da
Agricultura:

PR ZJL-=1(9?ij—fz)2 (1)
1(j-1)

Onde s é a preciséo, | € o nimero de amostras e J o numero de replicatas.

A preciséo relativa foi entdo avaliada por meio do desvio padrao relativo (RSD), ou
coeficiente de variacdo (CV), em niveis de repetitividade das extracdes e das injecdes e

de preciséo intermediaria das injegdes:

RSD(%) = 2100% ()

Rilw

Onde s é a precisao absoluta determinada na Equacéo 1 e x a média dos valores.

Para os ensaios de repetitividade, uma amostra de mel (Mel 3) isenta dos analitos
estudados foi fortificada com a concentracédo intermediaria da curva analitica, e seis
replicatas da extracdo dessa amostra foram realizadas, utilizando-se cartuchos SPE
(C18 17 % 500 mg / 6 mL, Ultrapure Silica Gels, Silicycle). Esses extratos (Cripronil =
0,046 yg mL™) foram entdo analisados no GC-ECD em triplicata e os desvios padréo

relativos para cada analito foram calculados.

Para os ensaios de precisao intermediaria das injecfes, um dos extratos utilizado
nos ensaios de repetitividade foi injetado em triplicata em seis dias diferentes, néao
necessariamente consecutivos, ao longo de duas semanas e 0s desvios padréo

relativos para cada analito foram calculados.

3.3.4.3. LIMITE DE DETECCAO E LIMITE DE QUANTIFICACAO

O limite de deteccdo (LD) foi determinado utilizando-se o método visual, que
consiste em injetar solucbes de concentracdo crescente, até o aparecimento de um
sinal analitico visivel. O limite de deteccdo seria entdo a menor concentracdo capaz de

gerar esse sinal analitico detectavel. Para isso, um extrato de mel isento do analito (Mel
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3) foi fortificado com uma pequena concentragao de fipronil, fipronil sulfeto, fipronil
sulfona e fipronil dessulfinil e injetado no GC-ECD. O mesmo extrato foi fortificado
outras vezes, aumentando-se a concentracdo dos analitos, até que fosse gerado um

sinal cromatografico.

O limite de quantificacdo (LQ) foi considerado a concentracdo do menor ponto da
curva analitica, visto que amostras com concentracdes inferiores a esse valor néao

poderiam ser quantificadas por fugirem da linearidade do método.
3.3.4.4. TESTES DE RECUPERAC;AO

Inicialmente, 5 g da amostra de mel (Mel 1) foram pesados em trés erlenmeyers
separados. A um deles, foram adicionados 200 uL da solucdo de fipronil e de seus
produtos de degradacdo e a outro, foram adicionados 400 pL da mesma solucéo
(Tabela 10). A cada erlenmeyer, previamente calibrado, foi adicionada agua MilliQ até o
volume de 15 mL. Os cartuchos SPE (C18 17 % 500 mg / 6 mL, Ultrapure Silica Gels,
Silicycle) foram condicionados conforme o item 3.2.2.1.1, e a seguir foram carregados
com 1 mL da solucdo da amostra, sendo o branco feito em uma Unica replicata e cadem
nivel de fortificacdo em triplicata. Os cartuchos foram entéo lavados com 5 mL de agua
MilliQ, permitindo a completa secagem. Os analitos foram ressuspendidos em metanol
e transferidos quantitativamente para vials de cromatografia, com decaclorobifenila na
concentracdo de 0,032 pug mL™?, até que completasse 1 mL de solugdo. Cada vial foi
tampado, envolvido em papel aluminio e armazenado no congelador, até a
determinacdo cromatografica.

Tabela 10. Concentragdo final das amostras empregadas no teste de recuperacdo do método de
extracgéo.

Solucéo Estoque C. Final 1* C. Final 2**
(g mL") (M9 g (Mg g
Fipronil 2,30 0,092 0,184
Fipronil Dessulfinil 2,40 0,096 0,192
Fipronil Sulfona 2,36 0,094 0,189

*C. Final 1 = Concentragao final obtida com a fortificacao de 200 pL.
**C. Final 2 = Concentracgéo final obtida com a fortificacéo de 400 pL.
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3.4. DETERMINACAO DE IMIDACLOPRIDO EM MEL

Para a determinacdo de imidacloprido em mel também foram necessarias varias
etapas prévias, a maioria ja descrita para o fipronil, sendo grande parte delas realizada

simultaneamente para ambos o0s ingredientes ativos.

3.4.1. CONSTRUCAO DA CURVA ANALITICA DO IMIDACLOPRIDO

Uma solucdo estoque foi preparada pesando-se 8,0 mg de imidacloprido (pureza
99,9 % grau HPLC, Sigma-Aldrich) em uma balanca analitica com precisdo de quatro
casas decimais e dissolvendo-se este sélido em 10 mL de metanol. A partir desta
solucdo, foi preparada uma solucdo-méde de 4 ug mL™?, a partir da qual foram
preparadas as solu¢cbes de trabalho, todas em metanol. As concentra¢cbes da solucao
estoque, da solucdo-méae e das solucdes de trabalho estdo representadas na Tabela
11.

Tabela 11. Concentracdo da solucdo-mae preparada e dos padrdes utilizados para a construcdo da
curva analitica do imidacloprido.

Concentracdes das solucdes padrdo
Concentracéo das solucdes (g mL™) utilizadas na construcao da curva

analitica (ug mL™)

Solucédo estoque Solucdo-mée PAD1 PAD2 PAD3 PAD4 PAD5

Imidacloprido 800 4,00 0,04 0,08 0,16 0,32 0,40

3.4.2. DESENVOLVIMENTO DO METODO DE ANALISE INSTRUMENTAL

O volume de injecdo das amostras foi de 30 L e as injecGes foram feitas de forma
automatica em um HPLC-DAD (PerkinElmer; Figura 11). A coluna cromatogréfica
utilizada foi a Brownlee Analytical C18, 5 um, 250 x 4,6 mm da marca PerkinElmer. Os

parametros cromatograficos do método de determinacéo estdo descritos na Tabela 12.
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Figura 11. HPLC-DAD PerkinElmer localizado na CAIQ-UnB.

Tabela 12. Condi¢Bes cromatogréaficas do HPLC-DAD para determinagdo de imidacloprido em mel.

Lampada uv
Detector
Comprimento de onda (nm) 270
Modo de elui¢éo Isocrético
Tempo da corrida (min) 8,0
Bomba
Fase movel Agua-acetonitrila (70:30 v/v)
Fluxo (mL min™) 1,0
Forno Temperatura (°C) 25,0
Amostrador Volume de injec&o (uL) 30

3.4.3.VALIDACAO

A fim de se atestar a confiabilidade do método, algumas figuras de mérito foram

estudadas, sendo elas linearidade, preciséo, limites de deteccdo e de quantificacdo e

recuperacao.
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3.4.3.1. LINEARIDADE

A linearidade do método foi avaliada por meio do coeficiente de correlacdo da curva
analitica. A curva foi gerada a partir de 5 pontos de concentracdes distintas em
metanol, em triplicata e utilizando a padronizagéo externa. O critério minimo aceitavel
do coeficiente de correlagéo, conforme a RESOLUCAO-RE N° 899, DE 29 DE MAIO DE
2003 da ANVISA, deve ser = 0,99 (ANVISA, 2013).

A faixa linear dindmica do método foi testada por meio da injecdo de padrbes com
concentracdes crescentes em uma ampla escala (de 0,03 a 8,00 ug mL™). Um grafico
foi entdo construido, com as respostas relativas no eixo y e as concentracdes
correspondentes em escala logaritmica no eixo X. Foram tracadas outras duas linhas

horizontais paralelas no gréfico, para 80 e 120 % da linha da faixa linear.

3.4.3.2. PRECISAO

A precisdo do meétodo foi avaliada em niveis de repetitividade e preciséo
intermediaria das injecbes. Para avaliar a repetitividade, injetou-se uma solucdo com a
concentracdo intermediaria da curva (c = 0,16 pg mL™) seis vezes, e calculou-se a

precisdo com base na equacéo abaixo:

Z{:l(xi—fy (3)
I-1

Precisao =

Onde | € o numero de replicatas.

Ja para a precisao intermediéria, foi avaliada a precisdo das injecdes ao longo de
seis dias distintos, em um intervalo de tempo de 3 meses. Para isso, a precisao foi
calculada da mesma forma ja descrita para o fipronil, Item 3.3.4.2, visto que cada

injecéo foi realizada em triplicata.

3.4.3.3. LIMITE DE DETECCAO E LIMITE DE QUANTIFICACAO

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LD) foram determinados da mesma

forma ja descrita para o fipronil, conforme o item 3.3.4.3.
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3.4.3.4. RECUPERACAO

Inicialmente, 5 g da amostra de mel escolhida como branco (Mel 1) foram pesados
em trés erlenmeyers distintos. A um deles, foram adicionados 150 pL da solugéao de
imidacloprido e a outro, foram adicionados 400 pL da mesma solugcédo (Tabela 13). A
cada erlenmeyer, previamente calibrado, foi adicionada agua MilliQ até o volume de 15
mL. Os cartuchos SPE (C18 500 mg / 6 mL, Agilent) foram condicionados conforme o
item 3.2.2.1.1, e carregados com 1 mL da solugédo da amostra, sendo o branco feito em
uma unica replicata e cadem nivel de fortificagdo em triplicata. Os cartuchos foram
lavados com 5 mL de agua MilliQ, permitindo a completa secagem destes. Os analitos
foram ressuspendidos em metanol e quantitativamente transferidos para vials de
cromatografia, até que completasse 1 mL de solucdo. Cada vial foi tampado, envolvido
em papel aluminio e armazenado no congelador, até a determinacdo cromatografica.
Para a analise cromatografica, foi necessario diluir os extratos em um fator de 3:11, a

fim de obter a concentrac&o no intervalo da curva analitica.

Tabela 13. Concentracdo final das amostras para o teste de recuperacdo do método de extragao.

~ C. Final 1* C. Final 2**
Solucéo
Estoque (Mg g7) (Mg g™
C (ug mL™) 1mL 1mL
Imidacloprido 8,0 0,0655 0,1745

*C. Final 1 — Concentragao resultante da fortificagdo de 150 pL.
**C. Final 2 — Concentragao resultante da fortificagdo de 400 pL.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. PREPARO DE AMOSTRA

O preparo de amostra descrito inclui os melhores resultados para as duas classes
de ingredientes ativos, fipronil e imidacloprido, visto que o objetivo inicial do trabalho é a
obtencdo de um método comum para ambos os analitos. Dessa forma, partindo-se de
resultados obtidos em outros trabalhos, foi testado cada parametro da extracdo dos
analitos do mel, sendo o escolhido aquele que apresentou os melhores resultados para
0 conjunto de analitos estudados.

4.1.1. ESCOLHA DO ADSORVENTE

As recuperacOes obtidas para as extragcfes feitas com os adsorventes OPT e C18
para o fipronil dessulfinil, fipronil, fipronil sulfona e imidacloprido estdo representadas na
Tabela 14.

Tabela 14. Recuperacbes médias das extracbes realizadas com os adsorventes C18 e OPT, obtidas

através das curvas analiticas dos padres em metanol, sem utilizacdo do padrdo interno
decaclorobifenila.

Recl (%) Rec1 (%) Rec2 (%) Rec2 (%)

OPT C18 OPT C18

Fipronil Dessulfinil 56 94 66 56
Fipronil 55 55 58 50
Fipronil Sulfona 120 102 100 82
Imidacloprido 66 60 46 88

Obs.: Na tabela, Recl OPT e Recl C18 sdo as recuperacdes da fortificagdo menor para os extratos
preparados nos adsorventes OPT e C18, respectivamente; Rec2 OPT e Rec2 C18 sdo as
recuperacdes da fortificagdo maior para os extratos preparados nos adsorventes OPT e C18,
respectivamente.

Fidente e colaboradores (2005), ao determinarem imidacloprido e outros inseticidas
neonicotindides em mel, realizaram estudos de recuperacdo com concentracfes de 0,1

e 1,0 yg g™ e obtiveram recuperacées de 76 a 99 %. Kurz e colaboradores (2013) ao
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determinarem fipronil e seus produtos de degradacdo em aguas ambientais trabalharam
com concentracdes de 5 a 250 pyg mL™ e obtiveram recuperacbes de 83 a 112 %.
Dessa forma, embora os resultados de recuperacdo para os analitos estudados néo
estejam t&do altos quanto nos trabalhos citados, deve-se levar em consideracdo que o
objetivo deste trabalho é quantificar a concentracdo destes analitos em amostras
comerciais e, para isso, as concentracbes de interesse devem ser as menores
possiveis. Dessa forma, as concentracdes dos ingredientes ativos adicionados foram
muito inferiores as empregadas nos métodos referenciados. Provavelmente por este

motivo, as recuperac¢des nao foram tao altas quanto as destes trabalhos de referéncia.

Deve-se levar em consideragédo, ainda, que os estudos de recuperacédo para a
escolha do adsorvente para extracdo dos analitos foram realizados sem a utilizacdo do
padrao interno e, portanto, os valores estavam sujeitos a flutuacdes com as variagoes
do equipamento. Além disso, as recuperacdes foram calculadas com base na curva
analitica do fipronil em metanol e, como apresentado no item 4.2.2, os efeitos de matriz

sdo muito acentuados levando a erros significativos.

Pode-se observar na Tabela 14 que os resultados das recuperacdes para o fipronil
e seus produtos de degradacdo nos dois adsorventes avaliados ndo foram
significativamente diferentes. Entretanto, as recuperacdes obtidas para o imidacloprido
nas extracbes realizadas com fortificacdo mais alta foram bem melhores com o
adsorvente C18. Com base nesses dados, concluiu-se que o adsorvente C18 € mais
adequado a extracdo desses ingredientes ativos e, portanto, foi escolhido para ser

utilizado nas demais etapas do trabalho.

4.1.2. ESCOLHA DO SOLVENTE PARA EXTRACAO

Para a escolha do solvente de extracdo foram avaliadas algumas combinacfes de
solventes, a fim de se obter a fase mével mais eficiente para o0 método. Os solventes
testados foram escolhidos com base em sua polaridade e em sua disponibilidade no
laboratério. Com o intuito de se obter misturas de solventes com uma ampla faixa de

polaridade, foram utilizadas misturas de polaridades baixas como hexano-isopropanol
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(2:1 viv), polaridades intermediarias como isopropanol puro, e polaridades altas como

metanol puro (Tabela 15).

Tabela 15. indice de polaridade e temperatura de ebulicdo dos solventes estudados na extracdo de
fipronil e imidacloprido do mel (Adaptado de Tabela de Miscibilidade de Solventes, 2014)

indice de Temperatura de
Solvente ) )
polaridade ebulicdo (°C)

Metanol 51 65
Acetona 51 56
Hexano 0,0 69
Isopropanol 3,9 82
Acetato de etila 4.4 77

Os resultados dos estudos de recuperacéo para a escolha do melhor solvente para
a realizacdo das extracdes, feitas com o volume total de 9 mL, podem ser observados
na Tabela 16.
Tabela 16. RecuperacBes médias dos testes para escolha do solvente, em cartucho C18, com calibracéo

em matriz branca fortificada e padréo interno para os analitos fipronil, fipronil dessulfinil e fipronil sulfona e
curva analitica em metanol para o imidacloprido.

hexano-isopropanol (%) Isopropanol (%) metanol-isopropanol (%) Metanol (%)

F. Dessulfinil 91 93 100 90
Fipronil 67 60 73 67

F. Sulfona 55 45 57 51
Imidacloprido 96 103 102 103

Fidente e colaboradores (2005) realizaram a extracdo de imidacloprido e outros
inseticidas nicotindides em mel com diclorometano, 0 que ndo é conveniente no
presente estudo visto que 0s extratos também sdo analisados pelo detector de captura
de elétrons, na determinacéo do fipronil. Kurz e colaboradores (2013) e Flores-Ramirez

e colaboradores (2012) utilizaram acetona para a realizacdo da extracdo de fipronil
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assistida por ultrassom e com cartucho SPE C18, respectivamente. Entretanto, levando-
se em consideracao as condi¢cdes do laboratério, este solvente foi evitado, visto a sua

elevada volatilidade mesmo a temperatura ambiente.

Com os dados obtidos pode-se observar que as recuperacdes resultantes das
eluicbes com os diversos solventes néo variaram muito. Embora se possa notar que as
recuperacdes com a combinacao dos solventes metanol e isopropanol tenham sido um
pouco melhores (em média 5 % mais elevadas), o solvente escolhido para a realizacéo
das eluicbes foi 0 metanol puro, considerando a pequena variacao e a disponibilidade
de metanol no laboratério. Além disso, o solvente utilizado nas andlises instrumentais
também foi metanol, o que torna conveniente 0 seu uso para a realizacdo das

extracoes.

4.2. DETERMINACAO DE FIPRONIL EM MEL

O fipronil e seus produtos de degradacdo aparentemente sofreram algum tipo de
degradacao durante a estocagem ou durante a andlise cromatografica, visto que nos
cromatogramas dos padrdes foram detectados picos adicionais aos dos analitos, como

pode ser observado na Figura 12.

A confirmacédo da existéncia de produtos de degradacao foi feita injetando-se cada
padrao individualmente. Nos cromatogramas do fipronil dessulfinil, do fipronil e do

fipronil sulfona, mais de um sinal cromatografico foi detectado.

FD

120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 180 195 min

Figura 12. Cromatograma de solucdo de padrédo de fipronil e seus produtos de degradacao, onde F é
fipronil, FD é fipronil dessulfinil, FSE é fipronil sulfeto e FSO é fipronil sulfona.
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4.2.1. PADRAO INTERNO

O padréo interno inicialmente utilizado na determinacdo do fipronil e dos seus
produtos de degradacdo foi o triclosan (Figura 13), cuja nomenclatura IUPAC €& 5-
chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy)phenol, na concentracéo de 0,05 ug mL™. Entretanto, tal
substancia, ao ser injetada sucessivas vezes no CG-ECD, ndo apresentava boa
repetitividade, e algumas vezes as curvas ficavam mais lineares levando-se em
consideracdo somente as areas dos sinais cromatograficos. Tal comportamento é

ilustrado na Figura 14.

Cl Cl

Cl Cl

Figura 13. Estrutura quimica do triclosan.

Fipronil (com Pl triclosan)

r=0,9790

AreaFipronil/AreaTriclosan

1 T T T
0,008 0,018 0,028 0,038 0,048

Concentracgdo (ug mL1)

Figura 14. Curva analitica do fipronil em metanol levando-se em consideracdo o padrédo interno (PI)
triclosan.
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Entretanto, a utilizagdo de padrao interno foi fundamental para a determinacdo de
fipronil e seus produtos de degradacdo em mel, visto que as inje¢cdes no CG-ECD foram
feitas de forma manual e o detector de captura de elétrons, por ser muito sensivel, pode
apresentar variagfes consideraveis entre diferentes dias, resultando em curvas
analiticas pouco lineares (Figura 14). Jiménez e colaboradores (2008) fizeram andlises
em mel por cromatografia gasosa empregando o PCB 138 (2,2',3,4,4,5-
hexaclorobifenila) como PI, mas, devido a indisponibilidade deste padrdo no laboratério,
optou-se por empregar uma outra substancia da mesma classe das bifenilas
policloradas. Dessa forma, fez-se um teste com um novo padrao interno, o PCB 209 ou
decaclorobifenila, também utilizado por Gan e colaboradores (2012) na determinacdo
de fipronil em agua. Este padréo interno, ilustrado na Figura 15, se apresentou bastante

estavel e com boa repetitividade nas injecoes.

Cl

Cl Cl
Cl
Cl
Cl
Cl
Cl Cl
Cl

Figura 15. Estrutura quimica do PCB 209 (decaclorobifenila).

O PCB 209, ao ser injetado manualmente 24 vezes no GC-ECD, apresentou sinais
cromatograficos com areas reprodutiveis, com coeficiente de variacdo de 10 %. Este
padrao foi, portanto, o padréo interno escolhido para a determinacéo de fipronil e seus
produtos de degradacdo em mel por meio da cromatografia gasosa com detector por

captura de elétrons.

4.2.2. DESENVOLVIMENTO DO METODO DE ANALISE INSTRUMENTAL

As curvas analiticas feitas em metanol puro com seis pontos em quadruplicata e

empregando decaclorobifenila como padrao interno ndo apresentaram boa linearidade
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para todos os analitos em questao, com coeficiente de correlagéo abaixo de 0,99 para o
fipronil sulfona e para o fipronil, conforme pode ser observado na Figura 16.

[
_ 0,9 - r=0,9823
a
3
s 0,7 -
] r=0,9959
\g _
£ o5 - r=0,9859
g r=0,9902
©
3 0,3
(1]
g
< 01 : : : .
0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Concentragdo (ug mL™1)
® Fipronil Dessulfinil 4 Fipronil Sulfeto e Fipronil Sulfona ¢ Fipronil

Figura 16. Curva analitica do fipronil, fipronil sulfeto, fipronil dessulfinil e fipronil sulfona em metanol, com
decaclorobifenila como padr&o interno.

Uma alternativa encontrada para solucionar o problema da linearidade das curvas
analiticas em metanol foi construir uma nova curva com o somatorio das razdes das
intensidades dos sinais dos analitos pelas intensidades do padréo interno no eixo das
abscissas (Figura 17), que apresentou maior linearidade em comparacao com as curvas
individuais. Este novo método pode ser considerado mais adequado por levar em
consideracdo a formacdo de novos produtos de degradacdo ao calcular o somatorio

das areas dos sinais cromatograficos.
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Figura 17. Curva analitica utilizando o somat6rio das intensidades relativas dos analitos fipronil, fipronil
sulfona, fipronil sulfeto e fipronil dessulfinil (fipronil total) versus somatério das concentracdes, em
metanol.

Entretanto, a determinacdo do fipronil e dos seus produtos de degradacéo
individualmente gera muito mais informacdes que a determinacdo de fipronil total.
Dessa forma, a fim de se obter resultados individuais de cada analito, foram feitas
novas curvas analiticas, agora em matriz branca fortificada. Comparando-se as curvas
analiticas do fipronil em metanol com as curvas analiticas em extrato de mel, observa-
se um forte efeito de matriz, afetando a sensibilidade do método, bem como a sua
linearidade. Tal comportamento pode ser observado na Figura 18, para o fipronil. O

mesmo comportamento foi observado para seus produtos de degradacéao.
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Figura 18. Comparacgdo entre as curva analiticas do fipronil em metanol e do fipronil em extrato de mel
isento dos ingredientes ativos (Mel 3).

E possivel notar que as curvas analiticas do fipronil e de seus produtos de
degradacao utilizando o extrato de mel apresentam melhora na sensibilidade, bem
como na linearidade. Esse efeito é também observado por Sanchez-Brunete e
colaboradores (2008) em analises de mel e por Flores-Ramirez e colaboradores (2012)
em analises de solo. Com este efeito de matriz, ao se interpolar a area de um sinal
cromatografico de uma amostra na curva analitica em metanol, obteriamos um valor

superestimado, indicando que o mel estaria contaminado com uma quantidade maior de
agrotoxico do que a realidade.

Segundo Pinho e colaboradores (2009), o efeito de matriz € muito mais
pronunciado em analises de amostras complexas, e os fatores que podem influencia-lo
sdo o injetor, a coluna cromatografica, o detector, as propriedades e concentracdes dos
agrotoxicos, e as propriedades da matriz. Para a determinacdo de fipronil em mel por
GC-ECD os fatores que mais podem ter contribuido para o efeito de matriz sdo o injetor,

as propriedades da matriz e a baixa concentracdo dos agrotéxicos.
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Quanto ao injetor, quando os padrées sao preparados em solvente puro e
analisados por cromatografia gasosa, os sitios ativos do liner (ou insertor), formados por
grupos silandis livres e metais, estao disponiveis para a retencédo dos analitos, fazendo
com que uma menor quantidade desses analitos seja transferida para a coluna e,
consequentemente, para o detector. Todavia, quando as solu¢gdes padréo séo feitas no
préprio extrato da matriz, ocorre uma competicdo entre os componentes da matriz e os
analitos pelos sitios ativos do liner, possibilitando que uma maior quantidade do
agrotéxico chegue a coluna cromatografica e seja detectada (Figura 19). Dessa forma,
guando a resposta do detector para as solugdes em solvente puro e na matriz séo
comparadas, pode-se observar que esta gera sinais cromatograficos mais intensos,
decorrentes de uma maior quantidade do analito que atingiu o detector (Pinho e
colaboradores, 2009).
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Figura 19. Liner do injetor de um GC demonstrando as possiveis adsor¢des dos analitos quando
dissolvidos em solvente puro (A) e quando dissolvidos no extrato da matriz (B) (Pinho e colaboradores,
2009).

O efeito de matriz é mais acentuado quando o analito se encontra em pequenas
concentragdes, visto que, se presentes em concentracdes elevadas, a porcentagem de
analito que ficara retida nos sitios ativos do liner serd bem menor e, portanto, o erro

associado a cada injecdo também sera menos expressivo. Quanto as propriedades da
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matriz, a natureza da amostra e o tipo de co-extrativos também podem influenciar a
intensidade do efeito de matriz, dependendo do tamanho das moléculas, da
estabilidade térmica, da polaridade, da volatilidade etc. Co-extrativos como lipidios,
pigmentos e outros componentes de massa molar elevada, presentes no mel, podem
permanecer solubilizados nos extratos, interferindo nas andlises cromatograficas e

promovendo o efeito de matriz (Pinho e colaboradores, 2009).

Pinho e colaboradores (2009) sugerem alguns métodos para minimizar o efeito de
matriz, sendo eles alteracdes na forma de injecdo, a utilizacdo de analitos protetores,
uma melhor limpeza dos extratos, a utilizacdo de uma funcdo de correcdo e a
construcdo da curva analitica fortificando-se extratos da matriz. Esta Ultima técnica
mostrou-se mais favoravel ao método, visto que inserir mais uma etapa de limpeza dos
extratos demanda mais tempo e dinheiro, bem como a utilizacdo de analitos protetores,
ainda ndo muito conhecidos. A utilizacdo de uma funcéo de correcdo também pode nao
ser o ideal, visto que as respostas do detector variam significativamente, e essa funcéo
teria que ser atualizada com frequéncia. Dessa forma, pode-se concluir que é
necessario que os padrdes para a constru¢do da curva analitica sejam preparados em

matriz branca fortificada, para obtencao de resultados mais fidedignos.
4.22.1. VALIDAGAO DO METODO

4.2.2.1.1. LINEARIDADE

As curvas analiticas foram construidas injetando-se cada uma das 6 solucdes
padrao de fipronil, fipronil dessulfinil, fipronil sulfona e fipronil sulfeto em extrato de mel

(Mel 3) em triplicata (Figura 20).
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Figura 20. Curva analitica para fipronil, fipronil sulfeto, fipronil dessulfinil e fipronil sulfona em matriz
branca fortificada.

Nota-se que, pela Resolucdo-RE N° 899, de 29 de maio de 2003 da ANVISA, deve
as curvas sao lineares na faixa analitica utilizada (r > 0,99), sendo que esta foi
considerada suficiente para os baixos niveis de concentracdo esperados de fipronil e

seus produtos de degradacéo no mel.

4.2.2.1.2. PRECISAO

A precisdo do método foi avaliada em niveis de repetitividade das extracdes e
injecbes e de precisdo intermediaria das injecdes. Para a precisdo em nivel de
repetitividade, os valores calculados estdo representados na Tabela 17, juntamente

com os coeficientes de variacdo (CV) correspondentes.
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Tabela 17. Preciséo em nivel de repetitividade das extragfes e injecdes para o fipronil dessulfinil, fipronil
e fipronil sulfona.

Precisdo (ug mL™) Média (ug mL™) CV (%)

Fipronil Dessulfinil 0,00247 0,03952 6
Fipronil 0,00132 0,03068 4
Fipronil Sulfona 0,000926 0,03406 3

*Numero de replicatas = 6

Em métodos de analise de tracos ou impurezas, sdo aceitos RSD (do inglés,
Relative Standard Deviation) de até 20 %, dependendo da complexidade da amostra
(Ribani e colaboradores, 2004). Os resultados obtidos para o fipronil, fipronil dessulfinil

e fipronil sulfona foram bastante satisfatorios, ndo ultrapassando 7 %.

Ja para a precisao intermediaria, como néao havia cartuchos suficientes, foi avaliada
apenas a precisao das injecbes ao longo de seis dias distintos, ndo necessariamente
consecutivos, ao longo de duas semanas. Para isso, a precisao foi obtida conforme
descrito anteriormente para a repetitividade, tendo em vista que cada extrato também

foi injetado em triplicata. Os resultados estao representados na Tabela 18.

Tabela 18. Precisfes intermedidrias das injecdes para o fipronil dessulfinil, fipronil e fipronil sulfona.
Precisdo (ug mL™) Média (ug mL™) CV (%)

Fipronil Dessulfinil 0,00338 0,03224 10
Fipronil 0,00229 0,02808 8
Fipronil Sulfona 0,00215 0,03235 7

*NUmero de replicatas = 6

Conforme o esperado, os valores obtidos para a precisdo intermediaria foram
maiores que os valores da precisdo em nivel de repetitividade, ja que as variacdes sédo
bem mais significativas em dias distintos que em um mesmo dia. Para os analitos
estudados, os coeficientes de variacdo apresentam-se dentro o limite esperado, todos
até 10 %.
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4.2.2.1.3. LIMITE DE DETECCAO E LIMITE DE QUANTIFICACAO

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) para o fipronil e para seus
produtos de degradacdo sao apresentados na Tabela 19. Os limites s&o expressos em
relacdo a massa de mel, e foram calculados partindo-se da condicdo de que 1 mL de
extrato foi feito a partir de 0,33 g de mel. Tais limites sao préximos dos encontrados por
Flores-Ramirez e colaboradores (2012), cujos LD das substancias estudadas estiveram
na faixa de 9,8 a 14,7 yg kg™ e os LQ na faixa de 17,9 a 22,4 ug kg™, na determinacéo
de fipronil e seus produtos de degradacdo em solo utilizando a mesma técnica
cromatografica que o presente trabalho. No entanto, os autores calcularam esse limite
somando o valor do intercepto a 3 (para o LD) e 10 vezes (para o LQ) o desvio
associado ao intercepto.

Tabela 19. Limites de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ) para o fipronil, fipronil dessulfinil, fipronil
sulfeto e fipronil sulfona.

LD LQ
(ug g™ de mel) (ug g™ de mel)
Fipronil 0,0138 0,069
Fipronil Dessulfinil 0,0101 0,072
Fipronil Sulfeto 0,0097 0,069
Fipronil Sulfona 0,0091 0,071

4.2.2.1.4. RECUPERACAO

As recuperacfes dos analitos fipronil, fipronil dessulfinil e fipronil sulfona séo
mostradas na Tabela 20. As recuperacdes do fipronil sulfeto ndo foram determinadas,

pois ndo havia solucéo do padrao suficiente para as fortificacdes.
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Tabela 20. Recuperacdes das extracdes de fipronil dessulfinil, fipronil e fipronil sulfona para os niveis de
fortificacdo de 200 uL e de 400 pL.

Concentracdo Concentracéo Concentracao Concentracéo
forr:fz'ggdall_ recuperada  Recuperagéo fo:;”:'lggdal_ recuperada  Recuperacéo
co H . para 200 pL co n (g oY) para 400 pL
(Mg g?) (Mg g?)
Fipronil 0,092 0,091 99 % 0,184 0,136 74 %
Fip. Dessulfinil 0,096 0,068 71 % 0,192 0,119 62 %
Fip. Sulfona 0,094 0,079 84 % 0,189 0,112 59 %

Kurz e colaboradores (2013) utlizaram cartuchos C18 (500 mg por 3 mL,
Phenomenex) e acetona para extracao de fipronil e seus produtos de degradacdo em
agua, e obtiveram recuperacdes entre 80 e 120 %. Entretanto, os niveis de fortificacédo
variaram de 5 a 250 pyg mL™, concentracdes bem mais altas que as avaliadas no

presente trabalho.

Embora os resultados de recuperacdo ndo estejam tdo proximos dos esperados,
deve-se levar em consideracdo que o objetivo deste trabalho € quantificar amostras
comerciais e para isso os niveis de concentracao trabalhados devem se aproximar o
maximo do nivel esperado nas amostras. Para isso, as concentracdes dos ingredientes
ativos foram muito inferiores em comparacdo com o0s métodos anteriormente
desenvolvidos e provavelmente por isso as recuperacdes nao foram tdo satisfatorias

como as dos trabalhos referenciados.

4.2.3. DETERMINACAO DE FIPRONIL NAS AMOSTRAS DE MEL

Em grande parte das amostras analisadas os cromatogramas apresentaram um
sinal cromatografico com o0 mesmo tempo de retencéo do fipronil dessulfinil, indicando a
presenca desde agrotoxico nos méis em questdo. Nao havia sinais referentes aos
demais produtos de degradacdo. Entretanto, em algumas dessas amostras, o sinal
gerado permaneceu abaixo do LQ ou até mesmo do LD. Os resultados das analises

estdo na Tabela 21.

50



Tabela 21. Resultados das andlises realizadas nas amostras de mel para o fipronil e seus produtos de

degradacéo, interpolando-se os valores na curva analitica do analito em extrato de mel.

Amostra

Concentragio (ug g™7)

Mel 1 (Orgénico)
Mel 2 (Orgéanico)
Mel 3
Mel 4
Mel 5
Mel 6
Mel 7
Mel 8 (Orgénico)
Mel 9 (Orgéanico)
Mel 10 (Orgénico)
Mel 11 (Orgénico)
Mel 12
Mel 13 (Orgéanico)
Mel 14
Mel 15
Mel 16
Mel 17
Mel 18
Mel 19
Mel 20
Mel 21
Mel 22 (Orgéanico)
Mel 23
Mel 24 (Orgéanico)
Mel 25
Mel 26
Mel 27
Mel 28

<LQ
<LQ
<LD
<LQ
<LQ
<LQ
0,155
0,134
<LQ
<LQ
0,097
0,094
<LQ
<LQ
<LQ
0,075
0,080
<LQ
<LQ
<LQ
0,081
0,079
0,075
<LQ
<LQ
0,129
0,076

<LQ
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Pode-se observar na Tabela 21 que a presenca e auséncia do fipronil e dos seus
produtos de degradacao independem do tipo de mel analisado, se organico ou néo.
Isso ocorre pois as abelhas, por serem criadas de forma pouco restritiva, podem atingir
areas muito mais abrangentes que o esperado durante suas sucessivas viagens diarias.
Dessa forma, embora o apicultor ndo utilize nenhum tipo de agrotoxico diretamente no
tratamento da colmeia, as abelhas podem ser contaminadas em plantacdes tratadas
com esses produtos.

Mesmo com as informagdes do presente estudo, ndo se pode concluir ao certo o
nivel de contaminacdo inicial de cada amostra estudada, pois se deve levar em
consideracdo que estes ingredientes ativos podem sofrer degradacdo ao longo do
tempo. Tal comportamento é estudado por Jiménez e colaboradores (2008), que
fortificaram uma amostra de mel com 0,5 mg kg™ e observaram que apés 52 dias a
concentracdo remanescente havia decrescido 41 %. Dessa forma, € possivel que
amostras que apresentaram concentracdes do agrotoxico abaixo do limite de deteccao
na verdade estivessem contaminadas com concentracbes bem mais elevadas no
momento da coleta, mas que com o passar do tempo foram sendo degradados até a

presente concentracao.

4.3. DETERMINACAO DE IMIDACLOPRIDO EM MEL

O desenvolvimento do método analitico para determinacdo de imidacloprido em
mel envolveu a variacdo de alguns parametros, sendo eles: o solvente das solucbes do
ingrediente ativo, a composicao e proporcao da fase movel, a coluna cromatografica e a

temperatura do forno da coluna cromatogréfica.

4.3.1. OTIMIZACAO DE PARAMETROS ANALITICOS

Primeiramente, foram avaliadas duas colunas cromatograficas com fase C18 (75
mm e 250 mm de comprimento). A coluna de 75 mm néo forneceu bons resultados, pois
0 curto tempo de corrida gerava picos muito proximos uns dos outros e,
consequentemente, a integracdo se tornava muito imprecisa. Ao se testar a coluna de

250 mm, a resolucéo cromatogréafica se mostrou adequada.
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Para o preparo das soluc¢des padréao, o primeiro solvente testado foi acetona. Esses
padrbes ao serem injetados no HPLC resultavam em sobreposicdo dos sinais
cromatograficos referentes ao analito e ao solvente. Novos padrdes foram preparados
em metanol, melhorando a resolugdo dos cromatogramas e solucionando o problema

da sobreposicao.

A temperatura da coluna cromatogréafica pode influenciar nas separa¢des durante
as analises por HPLC. Entretanto, no presente estudo, a variagdo de temperatura
(avaliada em isotermas de 25 °C, 40 °C, 45 °C e 50 °C) n&o afetou significativamente os
resultados e, portanto, a temperatura escolhida foi 25 °C.

Por fim, com relacdo a fase movel do HPLC, as misturas de solventes
avaliadas foram: agua-metanol (70:30) e a&gua-acetonitrila (70:30). A dltima
proporcionou uma linha base mais baixa e, consequentemente, menores limites de

deteccédo do analito.
4.3.2.VALIDACAO DO METODO

4.3.2.1. LINEARIDADE

A faixa linear dindmica do método foi testada por meio de injecbes de padrbes em

concentracdes crescentes, variando de 0,03 a 8,00 ug mL™, em triplicata (Figura 21).
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Figura 21. Estudo da faixa linear dindmica para o método de determina¢&o de imidacloprido em mel.
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Pelo estudo realizado, pode-se notar que o primeiro ponto, referente a
concentracdo de 0,03 ug mL™ ndo apresenta linearidade com os demais pontos da
curva analitica. Dessa forma, 0 método apresenta uma ampla faixa linear dinamica, que
vai de 0,04 ug mL™ até pelo menos 8 ug mL™*, o que demonstra que este é aplicavel
para um grande intervalo de concentracdes. Com base nesses resultados, as curvas
analiticas partiam da menor concentracdo possivel (0,04 pg mL™), com o objetivo de se
gerar um método capaz de quantificar imidacloprido em amostras de mel mesmo

guando presente em baixas concentracoes.

As curvas analiticas foram construidas injetando-se cada uma das 5 solucdes
padrdo de imidacloprido em metanol em triplicata. Os sinais cromatograficos foram
integrados de forma manual. A linearidade do método foi avaliada com base no
coeficiente de correlagcdo da curva, sendo obtidos excelentes coeficientes, sempre
maiores que 0,999 (Figura 22).

y =137700x - 4461,3
r=0,9996

Area ( mAU x 10000)

0 01 0,2 0.3 0.4
Concentracdo (ug mL?1)

Figura 22. Curva analitica do imidacloprido realizada no HPLC.
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4.3.2.2. PRECISAO

A precisdo do método foi avaliada em niveis de repetitividade e precisao
intermediaria das injecdes. Para precisdo em nivel de repetitividade, o valor calculado
esta representado na Tabela 22, juntamente com o coeficiente de variacdo (CV).

Tabela 22. Repetitividade das injecbes para o imidacloprido.
Precisdo (ug mL™) Média (ug mL™") CV (%)

Imidacloprido 0,01736 0,17518 10

*Numero de replicatas = 6

Os resultados obtidos para a precisdo em nivel de repetitividade das injecdes do
imidacloprido s&o bastante satisfatorios, ndo ultrapassando 10 %. Fidente e
colaboradores (2005) encontraram valores semelhantes na determinacdo de
imidacloprido em mel (9,8 %), mas o teste foi realizado em extrato e as amostras

analisadas por LC-MS.

Ja para a precisao intermediaria, os resultados estéao representados na Tabela 23.

Tabela 23. Precisfes intermediarias das injecdes para o imidacloprido.
Precisdo (ug mL™) Média (ug mL™) CV (%)

Imidacloprido 0,02823 0,18356 15

*NUmero de replicatas = 6

Conforme o esperado, os valores para a precisao intermediaria foram maiores que
0S mesmos para repetitividade, ja que o detector DAD do HPLC sofria muitas variacfes
de um dia para o outro e, como nao foi utilizada a padronizacdo interna, esses efeitos
nao foram corrigidos. Dessa forma, foi necessario que os padrées preparados para a

curva analitica fossem reinjetados sempre que novas amostras fossem analisadas.

4.3.2.3. LIMITE DE DETECCAO E LIMITE DE QUANTIFICACAO

Os limites de deteccédo (LD) e de quantificacdo (LQ) para o imidacloprido séo
apresentados na Tabela 24. Tais limites sdo menores que 0s encontrados por Fidente e

colaboradores (2005) no desenvolvimento de método para quantificacdo de quatro
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nicotinéides em mel por LC-MS, que foram de aproximadamente 0,5 ug mL™ para o LD
e 1,5 yg mL™ para o LQ na determinacdo do imidacloprido, determinados em extrato de

mel.

Tabela 24. Limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) para o imidacloprido.
LD LQ

(ug mL™" de metanol) (ug mL™" de metanol)

Imidacloprido 0,03 0,04

4.3.2.4. RECUPERACAO

Os estudos de recuperacdo foram realizados com amostras do Mel 2, isento do
ingrediente ativo. As recuperacdes para o imidacloprido sdo mostradas na Tabela 25.

Tabela 25. Recuperacdes das extracdes de imidacloprido para os niveis de fortificacdo de 150 uL e de

400 pL.
Cc;ncgntragéo Concentracéo Concentragao Concentracao
ortificada recuperada  Recuperagéo fortificada recuperada  Recuperagéo
com 150 pL . para 150 pL com 400 pL ) para 400 pL
w9 g (MO g?) 09 ) (Mg g7)
Imidacloprido 0,0655 0,0657 100 % 0,1745 0,1254 72 %

Pode-se observar que os estudos de recuperacao realizados tanto para o fipronil e
seus produtos de degradacdo quanto para o imidacloprido resultaram em recuperacdes
menores para a maior fortificacdo em comparacdo com a menor fortificacdo. Na
extracdo dos analitos do mel, h4 uma competicdo entre os interferentes e os analitos
pela interacdo com os sitios ativos do cartucho SPE. Ao se aumentar a concentracao
dos analitos, pode ser que parte das moléculas ndo consiga interagir com 0s sitios
ativos e, consequentemente, sdo descartadas juntamente com os residuos da extracao.
Dessa forma, seria interessante que os residuos fossem extraidos novamente, a fim de
se obter melhores recuperacbes. Tal estudo ndo foi realizado por insuficiéncia de
cartuchos SPE.
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4.3.3. DETERMINACAO DE IMIDACLOPRIDO NAS AMOSTRAS DE MEL

Muitas amostras, ao serem analisadas no HPLC para quantificagdo do
imidacloprido em mel, aparentemente estavam contaminadas com o agrotoxico, pois
apresentavam picos de absor¢do com o mesmo tempo de retencéo deste analito. Ao se
observar o espectro de absorcdo completo do analito referente a este sinal, foi possivel
observar que o comprimento de onda maximo ndo foi 270 nm como o esperado,
indicando que este ndo era o analito de interesse (Figura 23). Entretanto, nao foi
possivel identificar o analito correspondente ao sinal cromatografico, ja que os sinais
cromatograficos e o comprimento de onda maximo variavam significativamente de
amostra para amostra. Esse mesmo comportamento n&o foi observado no
desenvolvimento do método, pois a amostra utilizada para os testes foi o Mel 2, que

nao apresentava sinal interferente com o tempo de retencéo do imidacloprido.
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Figura 23. (a) Cromatograma de uma solu¢do padréo de imidacloprido (c = 0,4 ug mL™) em metanol
comparado com (b) cromatograma de uma amostra de mel (Mel 10) também em metanol. Abaixo, (c)

espectro de absor¢éo do sinal cromatografico do imidacloprido e (d) espectro de absor¢do do(s) analito(s)
interferente.
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Dessa forma, ndo foi possivel determinar e quantificar imidacloprido em grande
parte das amostras analisadas, pois o sinal cromatografico do analito interferente
apresentou intensidade muito superior até mesmo a intensidade dos padrbes da curva
analitica. Portanto, para se gerar dados satisfatorios a respeito dessas amostras, seria
necessario inserir de mais uma etapa de clean-up apés a extragdo, mas também por

falta de tempo esta alternativa nao foi testada.

Apesar da dificuldade de quantificar imidacloprido nas amostras de mel disponiveis,
a aplicacdo deste método pode ser avaliada na determinacdo deste analito em outras

matrizes meliferas, como propolis, geleia real e até mesmo abelhas.

Na Tabela 26 sdo apresentados os sinais analiticos com tempos de retencéo
proximos ao tempo do imidacloprido, juntamente com seus comprimentos de onda,
confirmando que aquele sinal ndo é referente ao analito em questéo. Algumas amostras
nao apresentaram nem sinal interferente nem sinal do imidacloprido (mel 2, 5, 6, 13 e
19).
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Tabela 26. Resultados das andlises realizadas nas amostras de mel para o imidacloprido.

Amostra Concentragéo (ug mL™)
Mel 1 (Organico) *Int
Mel 2 (Orgéanico) <LD
Mel 3 *Int
Mel 4 *Int
Mel 5 <LD
Mel 6 <LD
Mel 7 *Int
Mel 8 (Orgénico) *Int
Mel 9 (Orgénico) *Int
Mel 10 (Orgénico) *Int
Mel 11 (Orgénico) *Int
Mel 12 *Int
Mel 13 (Orgénico) <LD
Mel 14 *Int
Mel 15 *Int
Mel 16 *Int
Mel 17 *Int
Mel 18 *Int
Mel 19 <LD
Mel 20 *Int
Mel 21 *Int
Mel 22 (Orgénico) *Int
Mel 23 *Int
Mel 24 (Orgénico) *Int
Mel 25 *Int
Mel 26 *Int
Mel 27 *Int
Mel 28 *Int

*Int = Nao foi possivel determinar devido a presenca de sinal interferente.

Chauzat e colaboradores (2006) fizeram um estudo na Franca, cujo uso de fipronil
e imidacloprido era bastante intenso, para determinacédo de residuos de 41 diferentes
moléculas por analises individuais ou multirresiduo em poélen, sendo 34 ingredientes

ativos de preparacdes comerciais e 7 produtos de degradacdo de alguns dos
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ingredientes ativos estudados. Neste estudo, utilizando LC-MS-MS, os pesquisadores
encontraram imidacloprido ou &cido 6-cloronicotinico (principal produto de degradacao
do imidacloprido) em 69 % das amostras analisadas na concentracdo média de 1,2 ug
kg™. Com relac&o ao fipronil e seus produtos de degradacao, as analises também foram
feitas por LC-MS-MS, e Chauzat e colaboradores encontraram fipronil em 12 % das
amostras na concentracdo média de 1,2 pg kg*, fipronil dessulfinil em 11 % das
amostras na concentracdo média de 1,3 pg kg’ e fipronil sulfona em 3,7 % das
amostras com concentracdo média de 1,2 pg kg™, valores bastante inferiores aos
encontrados no presente estudo de andlises de mel.

Os estudos de determinacdo desses ingredientes ativos em outras amostras
ambientais, como pdlen, abelhas e néctar, juntamente com os dados gerados em
amostras de mel fornecem informacfes capazes de subsidiar decisbes acerca do uso
desses agrotoxicos no Brasil, a fim de solucionar o problema do aumento expressivo da

mortalidade das abelhas.
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5. CONCLUSOES

O método de determinacdo de fipronil e seus produtos de degradacdo em mel
utilizando curva analitica em matriz branca fortificada mostrou-se bastante satisfatério e
com etapas passiveis de serem reproduzidas. As figuras de mérito estiveram dentro dos
limites esperados, levando-se em consideracdo o objetivo de se trabalhar com as
menores concentracdes possiveis. Coeficientes de correlacdo sempre superiores a
0,99, recuperacdo média de 75 %, LD e LQ médios de 0,011 ug g* e 0,070 ug g™,
respectivamente, e precisdo com CV médio de 4,3 % em nivel de repetitividade e 8,3 %
em nivel de precisdo intermediaria. O método se mostrou capaz de quantificar amostras
comerciais e os resultados foram positivos para fipronil dessulfinil, o principal produto de
degradacéao do fipronil em mel, em 11 amostras de um total de 28, com concentragao
média de 0,0978 ug g™*.

O estudo também permitiu observar que a presenca e auséncia do fipronil e dos
seus produtos de degradacédo independem do tipo de mel analisado, se organico ou
nao. Além disso, também € importante ressaltar que ndo se pode concluir ao certo o
nivel de contaminacdo inicial de cada amostra estudada, pois se deve levar em
consideracdo que estes ingredientes ativos podem sofrer degradacdo ao longo do

tempo.

O método de determinacdo de imidacloprido em mel também resultou em figuras
de mérito nos limites esperados para as concentracOes trabalhadas. Coeficiente de
correlacdo sempre superior a 0,999, recuperacdo média de 86 %, LD e LQ de 0,03 ug
mL™* e 0,04 pg mL™?, respectivamente, e precisdo em nivel de repetitividade com CV de
10 %. Entretanto, o método ndo se mostrou capaz de quantificar o analito na maioria
das amostras de mel, pois um sinal interferente, com intensidade bastante superior a
concentracdo do ingrediente ativo, apresentava o mesmo tempo de retencdo do
imidacloprido. Nao foi possivel identificar o interferente correspondente ao sinal
cromatografico, ja que o tempo de retencédo e o comprimento de onda maximo variavam

significativamente de uma amostra para outra.
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Para se determinar imidacloprido nas amostras de mel que apresentaram o sinal
interferente era necessario que se inserisse mais uma etapa de clean-up previamente
as analises no HPLC. No entanto, apesar da dificuldade de quantificar imidacloprido
nas amostras de mel disponiveis, a aplicacdo deste método pode ser avaliada na
determinacdo deste analito em outras matrizes meliferas, como propolis, geleia real e
até mesmo abelhas, possibilitando a continuidade desse ramo de pesquisa. Os estudos
de agrotéxicos em outras amostras ambientais juntamente com os dados gerados em
amostras de mel fornecem informacdes capazes de subsidiar decisbes acerca do uso
desses agrotéxicos em todo o mundo, contribuindo para solucionar o problema do

aumento da mortalidade das abelhas.
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APENDICES

APENDICE A - CROMATOGRAMAS DAS AMOSTRAS POR GC-ECD

v(x10,000)
o

Chromatogram

Mel 1

Pl

25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 min

v(x10,000)

hromatogram

Mel 2

25 50 75 100 125 15.0 175 200 225 250 275 300 325 min
5 oUYx10.000) u
Chromatogram v
45
4.0
35
3.0
25

Mel 3 1

25 50 75 100 125 15.0 175 200 225 250 275 300 325 min

66



Mel 4

Mel 5

Mel 6

V(>10,000)
0

45

40

35

30

25

20

05

0o

Chromatogram

40

35

30

05

oo

Y(x10,000;

75

Chromatogram

35

30

05

00

(10,0001

75

Chromatogram

50

75

100

125

15.0

175

200

225

250

275

300

325

67



Mel 7

Mel 8

Mel 9

100

8.0

80

70

60

40

30

20

Y(x10,000;

Chromatogram

100

8.0

80

30

20

(10,0001

75

200

275

v(x10,000)

100

275

300

80

80

70

60

50

40

30

20

Chromatogram




Mel 10

Mel 11

Mel 12

v(x10,000)
i}

Chromatogram
9.0

80

70

60

50

40

30

20

25

100 (10,0000

Chromatogram
8.0

80

30

20

25

Iv(x10,000)
i}

Chromatogram
8.0

80
70
60
50
40
30

20

25

69



Mel 13

Mel 14

Mel 15

v(x10,000)
i}

Chromatogram
80

80

70

6.0

50

40

30

20

;’:

50 (10,0001
Chromatogram v

= MN e W s .
- - -

0 1v(x10,000)
Chromatogram

’ T
a0
80
70
60
50
40
30
20

70



Mel 16

Mel 17

Mel 18

35

30

25

20

Y(x10,000)

Chromatogram

25

150

175

200

225

250

275

300

325

45

40

35

30

v(x10,000)
i}

Chromatogram

50

75

100

200

225

250

300

a0

80

70

60

40

30

20

1v(x10,000)
i}

Chromatogram

71



Mel 19

Mel 20

Mel 21

50 (10,0000

Chromatogram
45

40

35

30

=2z

75

V(x10,000)
o

Chromatogram

25

20

v(x10,000)
i}

Chromatogram
9.0

80
70
60
50
40
30

20

150

175

200

225

250

275

300

325

72



Mel 22

Mel 23

Mel 24

v(x10,000)
i}

Chromatogram
a0

80

70

60

50

40

30

20

25

50

75

100

150

175

200

225

250

275

300

325

100 V(10,0000

Chromatogram
8.0

80
70

6.0

40
30

20

25

50

75

100

15.0

175

200

225

250

275

300

325

Iv(x10,000)
i}

Chromatogram
9.0

80
70
60
50
40
30

20

150

175

200

225

250

275

300

325

73



Mel 25

Mel 26

Mel 27

v(x10,000)
i}

45

40

35

30

Chromatogram

25

1v(x10,000)

50

75

100

50

45

40

35

30

Chromatogram

25

50

100

150

175

200

225

250

275

300

325

45

40

35

30

25

20

v(x10,000)
i}

Chromatogram

15.0

175

200

225

250

275

300

325

74



Mel 28

50

45

40

35

30

Y(x10,000)

Chromatogram

25

75

125

250

300

75



APENDICE B - CROMATOGRAMAS DAS AMOSTRAS POR HPLC-DAD

Mel 1

Mel 2

Mel 3

n
o
|

20

15

-
o

I T P I P I Y P [t ] Y P ]y [ ] Y

2]

=]

4.704 min
5.046 min
5.352 min

£
o
=}
(2]
©

200

150

100

o
o

IS N N Y T T N N O

o

6.432 min

£ S P P I A R R A A
1

IS MR OO B N R PN B
7

-
=
L1l

Y
=

-
[=I ™}
L1l

o

b & B L

5.994 min

o N s
oLl L b b
_\ é

T T T T T T T T
7

76



1~ -~ P
UL G619
[—© [-© x o
UL GG6'G
B UIWG6L'S B =
B — Ul g6e’'g -
ulw Lfg'g
= o 10
<+ = k [~
-on o o
=N o oy
| | v
=] =l
L L I i I % 5 O PP N P L I 2 I | LIS LA L TITT T I T T T T I T I T T T T T T T T T T T I TIrrrrrr
1] e o Q © = ] o © © =t o o =1 =1 =1 =1 o o o o o
- - - - - - = @ Y -

@ ~ © 3]

Mel 4
Mel 5
Mel 6

7



Mel 7

Mel 8

Mel 9

-
w
o

-
[¥]
o
INNITINT

110
100

©
=]
INNTTRRNNIT]

-~ @
o o
Ll

=]

-
=]
LUl

o

1Ll

o

78



Ui £98'§

o
—
)
=

uwzzl'g

cce'9

-~
uwgz g
—©
U GED'S Lo
—~t
M
o
e
|5 3 LB S | L L I 1 1 =
o o o =] o o o o
= o o @ o =t o
fE B B

Mel 12

79



i uwg/g’g

- :_ENE‘W\A B
p= ,__emwo,m\A s

80

TTTTTT TTTTTTITITITTITTT

TITITTITTITTTT

___________:_:__________:_:___________:____:_
o o =] o o o o o o o
=) @ ~ © 3] = @ ~ -

1 T 1 1 T T
o (=1 [=] (=] o o o o
- o =] @ ~ © 0 =
- -

Mel 13
Mel 14
Mel 15



unw ogmA

unw mmm.v\A

M

1
=]
=]

Mel 16

U zgo'g

TITT T T T T I T TP T T T T T T T T T T r
0 o 7] o 7] o w0 =] 7] o
= =+ ™ ™ o ] -

2

Mel 17

wwog9L'g

o
]

TITTT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T It
7] o 0 o 7] o 7] o 73] (=]

=+

=+

™

@

o~

Mel 18

3

-

=

81



Mel 19

Mel 20

Mel 21

—-
o
o
Il

-
o
|

(]

Ll

=]

250

100

o
=]

| e I A T O 2 O e O v O

o

40

30

4 5

E W L & I &= i
4 5

£

E

w0

S

I

6.063 min

82



r~ [ -~
o o o
wwizeLs B U z6L'g B uw s B
S = -5
B gLy

=t - -t
Bl o -
o - oy
e - -
=]

RSN LI 2 () G U UL N LT PR U 0 TTTTTT T T T T I T TT T I I T I T TITTTT ) TTTTTTTT T T 2

= 8 8 B 2 < B8 = @R e e e e e =)

i N B2 8 - o = 2 o ® K~ © B ¥ ® B e

83



=
o
Ui 0gL’s B
o
<t
o
oy
v
=
TTTT T T T T I T T T T T T T T T I T T I T ITTTTTT TTTT T TT T T T T T T T TTT TTTTTTTTTT TTTTTT T T TTTTT T LR R R R RN RN AR LR RN R AR RN
o w 2 Ww o Ww o Ww o o w e W o W o W e Ww o Ww o W o
w o *F m m N N v v s 8 B B B8 8 8 B &8 = © © W v % T M MmN N T v

Mel 26
Mel 27

Mel 25

84



uwgly'g

ulw oS

Mel 28

103

85



