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RESUMO

Devido a intensificacdo das atividades humanas, cada vez mais, estdo sendo gerados
contaminantes para 0 ambiente que podem trazer consequéncias para as diferentes formas de
vida do planeta. Dentre estes contaminantes, estdo os agrotoxicos, que podem apresentar uma
ameaca aos animais, como aos anfibios, mais precisamente 0S anuros, uma vez que 0S
agrotoxicos mais hidrofébicos tendem a se bioacumular nos tecidos ricos em lipidios. Os
anfibios sdo animais sucetiveis e estdo em declinio populacional. Levando em consideracdo o
exposto e sabendo que a regido de estudo, Noroeste do Rio Grande do Sul, faz uso intenso de
agrotoxicos nas lavouras agricolas, o presente trabalho teve por objetivo otimizar e validar o
método VA-MSPD-LC-MS (Dispersdo da Matriz em Fase Solida Assistida por Vortex,
Cromatografia Liquida acoplada a Espectometria de Massas) para determinacdo de sete
agrotoxicos em tecidos de ras: atrazina, tebuconazol, cloropirifés, difenoconazol,
trifloxistrobina, pirazosulfuron e fipronil. Para otimizacdo do método foram testadas
diferentes condicOes de fase movel e materiais usados para VA-MSPD. Os testes se basearam
em analises univariadas para determinar tipo de suporte sélido e quantidade de amostra. Uma
analise multivariada foi utilizada para determinar tipo e volume de solvente, quantidade de
sulfato de sodio e de suporte sélido. Para avaliar as melhores condic¢des foi considerado como
resposta a recuperacdo entre 70-120% para todos os testes e também desvio padrdo relativo
para as analises univariadas. A melhor condicdo se deu utilizando 0,5 g de amostra, 1 g de
C18, 1 g de Na,SO4 e 4 mL de acetonitrila. O método proposto foi validado, seguindo os
critérios exigidos pela ANVISA (2017) e INMETRO (2018), com recuperacdo entre 70 a
120% e RSD < 20%. O LOQm (Limite de Quantificagdo do método) ficou entre 8 e 80 pg kg’
! para os sete agrotoxicos analisados. O método é seletivo, linear, preciso, exato, econémico e
ecoldgico. Nas amostras de agroecossistemas foram quantificados difenoconazol e
trifloxistrobina. Estes dados sugerem que pode estar ocorrendo bioacumulacdo nos tecidos
dos anuros. O presente trabalho foi um passo importante para 0 monitoramento de agrotdxicos
bioacumulativos em tecidos de ras, no entanto, outros estudos necessitam ser realizados para
melhor compreensédo desse fendmeno e dos impactos que pode causar.

Palavras-chave: Ras. Contaminantes. Monitoramento.



ABSTRACT

Due to the intensification of human activities, more and more contaminants that may have
consequences for the different life forms of the planet are being generated into the
environment. Pesticides, which can poseb a threat to animals, such as amphibians, more
precisely anurans, since they tend to bioaccumulate in lipid-rich tissues. Amphibians are
suckable animals and are in population decline.Taking into account the above and knowing
that the study region, Northwest of Rio Grande do Sul, makes heavy use of pesticides in
agricultural crops, the present work aimed to optimize and validate the VA-MSPD-LC-MS
(Vortex-Assisted Matrix Solid Phase Dispersion, Liquid Chromatography coupled to Mass
Spectrometry) method to determine seven pesticides in frog tissues: atrazine, tebuconazole,
chlorpyrifos, difenoconazole, trifloxystrobin, pirazosulfuron and fipronil. For method
optimization, different mobile phase conditions and materials used for VA-MSPD were
tested. The tests were based on univariates analysis to determine solid support type and
sample quantity. A multivariate analysis was used to determine type and volume of solvent,
amount of sodium sulfate and solid support. In order to evaluate the best conditions, the
response between 70-120% recovery for all tests and relative standard deviation for univariate
analyzes was considered. The best condition was found using 0.5 g of sample, 1 g of C18, 1 g
of Na,;SO, and 4 ml of acetonitrile. The proposed method was validated according to the
criteria required by ANVISA (2017) and INMETRO (2018), with recovery between 70 and
120% and RSD <20%. The LOQm (Limit of Quantification of the method) was between 8
and 80 pg kg™ for the seven pesticides analyzed. The method is selective, linear, precise,
accurate, economic and ecological. In agroecosystem samples, difenoconazole and
trifloxystrobin were quantified. These data suggest that bioaccumulation may be occurring in
anuran tissues. This work was an important step towards the monitoring of bioaccumulative
pesticides in frog tissues, however, other studies need to be performed to better understand
this phenomenon and the impacts it may cause.

Keywords: Frogs. Contaminants. Monitoring.
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1 INTRODUCAO

A partir da década de cinquenta com implementacdo da revolucdo verde, o setor
agricola comecou a se desenvolver intensamente com auxilio de tecnologias e uso de
agroguimicos, como o0s agrotoxicos, empregados para combater pragas das culturas e
minimizar os prejuizos (PERES; MOREIRA; DUBOIS, 2003) e aumentar a produtividade
tendo em vista a grande demanda. Dependendo da finalidade, os agrotéxicos podem ser
classificados como herbicidas, inseticidas, formicidas, inseticidas, entre outros (SILVA; FAY,
2004).

A maioria dos agrotoxicos comercializados atualmente sdo de origem sintética. Estes
foram introduzidos no passado e tiveram bastante uso, como 0 inseticida
diclorodifeniltricloroetano, famoso DDT. A partir disso muitos outros compostos
organoclorados foram desenvolvidos, seguidos dos organofosforados que ao contrario dos
anteriores, apresentavam menor persisténcia no ambiente, embora muitos deles sejam
altamente toxicos para mamiferos e consideravelmente toxicos para aves e outros animais
(SILVA; FAY, 2004).

Atualmente o Brasil esta entre os paises de maior produtividade no setor agricola, o
que é significativo para a economia, no entanto, para tal vem se fazendo o uso de agrotdxicos
em larga escala (PIGNATI et al., 2017). Segundo dados de 2017, Mato Grosso, Sdo Paulo e
Rio Grande do Sul foram os lideres de comercializacdo de agrotoxicos, sendo o RS
comercializou 70 mil toneladas de ingrediente ativo (IBAMA, 2018).

Em um estudo feito sobre o uso de agrotdxicos no estado do Rio Grande do Sul por
area de salde, a area de Santa Rosa teve destague com o0 maior uso de agrotdxicos
considerados criticos, correspondendo a 874,85 L/km? por ano. Na sequéncia de colocacdes
lideram, Frederico Westphalen/Palmeira das Missdes, ljui, Carazinho, Cruz Alta e Santo
Angelo. A maioria das regides classificadas como criticas estdo localizadas no Norte e
Noroeste do estado, 0 que indica que estes locais estdo sob riscos de contaminagdo ambiental
(PEREIRA, 2014).

Embora os agrotoxicos sejam aplicados com o objetivo de agirem fungos, ervas
daninhas e insetos na intencionalidade de combater pragas e preservar a qualidade e garantir a
rentabilidade das culturas, estes acabam atingindo também o restante do ecossistema, que séo

seres ndo-alvos. A contaminacdo dos animais por agrotoxicos se da pelo contato com a agua,
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solo, vento, poeira e alimentacdo contaminados, podendo atingir locais distantes da origem
(MORESCO; MARGARIDO e DE OLIVEIRA, 2014).

Alguns agrotoxicos organoclorados, por exemplo, podem permanecer no ambiente por
muitos anos (PERES; MOREIRA; DUBOIS, 2003), aumentando a probabilidade de uma
possivel contaminacdo (PEREIRA, 2014). S&o considerados toxicos e biocumulativos e se
acumulam nos tecidos de organismos, principalmente em animais que vivem em ambientes
aquaticos contaminados (ALCOCK et al., 1998). Estes compostos quimicos se acumulam
principalmente em tecidos ricos em lipideos devido sua caracteristica hidrofébica (WEBER,
1972).

No entanto, ndo sdo s6 os organoclorados que possuem caracteristica hidrofdbica.
Outros compostos podem até ser menos hidroféficos, mais ainda podem bioacumular. Dentre
0s agrotoxicos atualmente utilizados destacam-se: o tebuconazol que é um fungicida utilizado
para combater doencas em culturas como cereais, legumes, cana-de-actcar. O cloropirifos €
um inseticida organofosforado usado em cultura de cereais, frutas e legumes, é pouco solGvel
em agua, com persisténcia moderada no solo e baixa na agua. E considerado de alta
toxicidade para peixes, aves e invertebrados aquaticos. Difenoconazol é um fungicida
aplicado a cereais, legumes, milho, canola, pouco soltivel em agua, persiste no solo e dgua e
classificado como sendo moderadamente tdxico a grande parte da biota aquatica.
Trifloxistrobina é um fungicida aplicado em culturas como cereais, legumes e frutas, € pouco
solavel em &gua, sendo altamente tdxico para peixes e normalmente ndo é persistente em
nenhum meio. Pirazosulfuron é um herbicida utilizado para combater ervas daninhas em
culturas de arroz (BRASIL, 2019). Embora pirazosulfuron ser utilizado somente para arroz,
esse sido encontrado em &gua na regidao de estudo (LEITE et al., 2019). Estudos sobre esse
composto sdo pouco conclusivos, uma vez que ndo estdo disponivel muitas propriedades.
Fipronil é um herbicida pouco soluvel em agua, bastante persistente no solo e relativamente,
na agua e € toxico para peixes (IUPAC, 2018).

Ainda sobre a bioacumulacdo em tecidos ricos em lipideos, em um estudo realizado
com peixe da espécie Mystus vittatus, constatou-se a presenca de dois agrotoxicos e as
concentragfes foram maiores nos musculos, depois nas branquias, sangue, figado e rins
(JOHN; PRAKASH, 2003). Pode ainda ocorrer um fenémeno denominado biomagnificacao,
onde ocorre uma contaminacdo atraves da cadeia alimentar, ocorrendo um aumento da
concentracdo destes agrotoxicos ao longo da cadeia trofica (ZHAO et al., 2014).

Alguns trabalhos vem relatando a presenca de residuos de agrotoxicos em tecidos de

animais, bem como as consequéncias da exposi¢ao de animais a estes compostos observados


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935114000759#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935114000759#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935114000759#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alcock%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9753761
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em mesocosmos. Estudos como o de Wrubleski (2016) relatam os efeitos dos agrotdxicos em
anuros, principalmente relacionado a letalidade e retardo no desenvolvimento de girinos
expostos a estes compostos (WRUBLEWSKI, 2016). Ou ainda tratam sobre malformacéo
devido a exposicdo a algum composto na fase larval (ALMEIDA, 2014; HEREK, 2017).

Na exposi¢do de anfibios machos no inicio do seu desenvolvimento a doses baixas de
atrazina, por exemplo, pdde ser observado o hermafroditismo (HAYES et al., 2002). Além
disso, a exposic¢do de Lithobates pipiens a agrotoxicos DDT, malationa e dieldrina resultou na
imunossupressao, ou seja, alteracdo no sistema imunolégico (GILBERTSON, et al., 2003).
Este efeito também é relatado quando L. pipiens é exposta a atrazina (BRODKIN et al.,
2009).

Em um estudo de exposicdo de girinos de L. nigromaculata ao agrotdxico a-
cipermetrina durante 14 dias com adicdo do composto a cada 3 dias, observou-se a
bioacumulacdo deste composto no organismo. Na exposicdo a o-cipermetrina durante 96
horas, observou-se que mais individuos morriam conforme aumentava o tempo de exposicao e
a concentracdo de a-cipermetrina. A exposicdo de girinos a 0,5 pg L™ de a-cipermetrina
durante duas semanas, resultou no retardamento do crescimento (XU ; HUANG, 2017). Ja a
exposicdo de girinos de Rhinella arenarum ao composto cloropirifés durante 96 horas, foi
observado a reducdo de 50% da locomogao na concentracdo méaxima 75 pg L™ (QUIROGA et
al, 2019).

Neste sentido, percebe-se que inumeros trabalhos relacionados a contaminantes
ambientais, utilizam anuros para pesquisa, pois estes possuem uma morfologia bastante
sensivel. Os ovos dos anuros ndo possuem estrutura rigida para protecdo fazendo com que
figuem expostos no ambiente, envolvidos apenas por uma espuma, tornam-se alvos faceis de
contaminantes. Quando eclodem na forma larval, os girinos permanecem exclusivamente no
ambiente aquético e se alimentam de vegetais onde ambos podem estar contaminados por
agrotoxicos. Os anuros possuem pele permeavel, o que pode ser uma das portas de entrada
para agrotoxicos presentes na agua (BLAUSTEIN; BANCROFT, 2007). Devido a sua
caracterizacdo fisiologica de permeabilidade da pele e exposi¢do a dois ambientes distintos
(terra e agua), estes animais sdo considerados sensiveis a estressores e por isso sdo bons
indicadores biol6gicos de contaminantes no ambiente (BLAUSTEIN, 1994).

A preocupacdo com animais como anfibios se da principalmente por estes estarem
entre os grupos de animais do mundo que estdo apontando declinio populacional e perda de
espéecies (BLAUSTEIN et al., 1994), pois tem-se menos especies por exemplo, comparado

com o século passado (LANNOO, 2005). Acredita-se que este fendmeno seja decorrente de


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651317300799#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651317300799#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651317300799#!
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um conjunto de fatores ambientais que atuam sobre a populacdo de determinado grupo
(BLAUSTEIN; KIESECKER, 2002), fatores como, perda de habitats, doengas, agroquimicos,
radiacdo UVB, espécies exoticas e alteragdes climaticas (BEEBEE; GRIFFITHS, 2005;
LANNOO, 2005; VERDADE; DIXO e CURSIO, 2010). Algumas desta causadas séo
intensificadas pela acdo antropica, principalmente a degradacdo do habitat natural que €
modificado em questdo de anos (LANNOO, 2005), assim como também a intensificacdo do
uso dos agrotoxicos, principalmente os herbicidas, que sdo apontados como principal
contribuinte no processo de declinio dos anfibios (GREENWELL et al., 1996).

Em um estudo realizado no Brasil em 2003 pelo Global Amphibian Assessment -
GAA, dentre as 731 espécies de anfibios avaliadas, seis foram consideradas Criticamente em
Perigo (CR), seis Em Perigo (EN), 12 Vulneraveis (VU), uma Extinta (EX), 21 Quase
Ameacada (NT) e 205 Deficientes em Dados (DD) (SILVANO; SEGALLA, 2005). De
acordo com o relatdrio do Instituto Chico Mendes de Biodiversidade (ICMBio) entre 2010 e
2014 foram avaliados 973 espécies de anfibios e destes 41 espécies foram inseridas na lista de
espécie ameacada e uma espécie foi classificada como extinta.

Os anfibios tem um papel fundamental no equilibrio ecoldgico dos ecossistemas
atuando principalmente para o controle de insetos (SILVA, 2015). Além disso, possuem
destaque econdmico por possuirem componentes fundamentais para fabricagdo de
medicamentos (TEMPONE et al., 2007).

Tendo conhecimento de que determinados agrotéxicos se acumulam principalmente
nos tecidos lipofilicos de animais e em seres que tem contato frequente com o ambiente
aquatico, e levando em conta 0 uso intensivo destes produtos quimicos aqui na regido
noroeste e missdes do estado do Rio Grande do Sul, concomitante com a continua legalizacdo
de agrotoxicos que vem ocorrendo no pais, considera-se de grande relevancia investigar se a
bioacumulacédo de agrotdxicos esta ocorrendo em tecido de anuros.

Além do que j& foi exposto, nota-se a necessidade do estudo tendo em vista a
precariedade de trabalhos na area, principalmente no Brasil. Como referéncia para este tema
segunda a revisdo feita, temos somente trabalhos internacionais como de Nerin et al. (2002)
realizado na Espanha, Fellers et al. (2004) e Smalling et al. (2015) e (2013a) nos Estados
Unidos. E mais frequente a investigacdo e determinagio de compostos contaminantes em
outros seres, como animais bentdnicos (PEREZ-RUZAFA et al., 2000), peixes (JOHN;
PRAKASH, 2003; ERNST et al., 2018; OLIVEIRA, 2019), golfinhos (ALONSO et al., 2012)
caranguejos (SMALLING et al., 2010), suinos (CHENG et al., 2009), entre outros. Acredita-
se que a falta de estudos de determinagéo de agrotdxicos em anuros seja decorrente da pouca


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006320705001825#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006320705001825#!
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demanda de consumo da carne de rés no pais, pois a maioria dos trabalhos estdo preocupados
em monitorar os agrotoxicos em alimentos de maior demanda, como carnes, sementes e
frutas, por exemplo, buscando investigar se os valores encontrados obedecem ao valor
maximo permitido para o consumo humano.

No entanto, para a realizacéo deste estudo foi necessario primeiramente a otimizacédo e
validacdo de uma técnica de preparo de amostras, tendo em vista que ndo foi encontrado na
literatura métodos que sejam rapidos, precisos e ambientalmente corretos para essa matriz.
Assim, o presente trabalho foi baseado nos poucos estudos que existem com anfibios
(SMALLING et al. 2013a) e também em estudos que utilizam outras matrizes bioldgicas,
principalmente peixes (Tabela 1). Desta forma, foi otimizada uma técnica recentemente
denominada de Dispersdo da Matriz em Fase Solida Assistida por Vortex — VA-MSPD (do
inglés Vortex-Assisted Matrix Solid Phase Dispersion) que vem se destacando pela sua
capacidade de extracdo de compostos em uma variedade de matrizes, com preciséo e exatiddo
aceitaveis (SOARES, 2019). Como pode ser visto na tabela a seguir, se trata de uma técnica

empregada recentemente (Tabela 1).

Tabela 1 - Métodos para extracdo e quantificacdo de compostos em diferentes matrizes.

Técnica de Técnica de Amostra Analitos Suporte Solvente de  Referéncia
extracéo analise s6lido ~
extracao
MSPD GC-UECD Caranguejo  Agrotdxicos DCM Smalling et
GPC GC-MS al.(2010)
MSPD GC-MS Ra Agrotoxicos Florisil DCM Smalling et
GPC
al.(2013a)
MSPD GC-MS Peixe e Agrotoxicos Florisil DCM Smalling et
GPC .
caranguejo al.(2013b)
VA- MSPD  GC-MS Peixe Agrotoxicos Cis MeCN Caldas et
al. (2013)
MSPD GC- MS/MS Peixe Farmaco Silica gel Florisil Chen; Tsai;
Ding (2014)
MSPD GC-MS Ré Agrotdxicos Florisil DCM Smalling et
GPC al.(2015)
VA- MSPD  LC-ESI-MS/MS  Peixe Farmacos Terra MeOH Hertzog et
diatomaceas al. (2015)
QUEChERS  LC-MS/MS Peixe Agrotdxicos MeCN Rocha et al.
(1% acid.  (2015)
acét.)
VA-MSPD LC-MS/MS Sedimento Biocidas C18 EtOH Andrade

reutilizado

(2017)
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Técnicade  Técnica de Amostra Analitos Suporte Solvente de  Referéncia
extragdo analise solido ~
extracgéo
B-CD, silica Ledn-
VA-MSPD HPLC-UV Leite Farmaco PSA e Terra MeOH Gonzalez;
materno diatoméaceas Rosales-
Conrado,
(2017)
VA-MSPD  LC-MS/MS Peixes Biocidas Concha de EtOH Vieira et al.
mexilhdo (2018a)
VA -MSPD GC-ECD Peixe Biocidas anti- C18 Formiato Vieira et al.
incrustantes de etila (2018b)
Acido
acético
VA -MSPD LC-ESI-MS/MS  Lodo de Farmacos e Argamassa MeOH Cerqueira et
esgoto PCPs de vidro al. (2018)
VA -MSPD HPLC-ESI- Peixe Farmacos, Silica MeOH Soares
(QqLIT)- filtros UV e (2019)
MS/MS biocidas

Fonte: Autora, 2019. GPC - Comatografia de Permeacdo em Gel; GC - Cromatografia Gasosa; LECD - Micro
Detector de Captura de Elétrons; GC-MS e GC-MS/MS - Cromatografia gasosa com detector de massas e
massas em série. LC-ESI-MS- Cromatografia Liquida com lonizacdo por Eletro Spray acoplado a
Espectrometria de Massas; HPLC--UV Cromatografia de Alta Eficiéncia com Deteccdo Ultravioleta; VA -
MSPD - Disperséo da Matriz em Fase Sélida Assistida por Vértex; QUEChERS - Quick, Easy, Cheap, Effective,
Ruged and Safe; QqLIT - Quadrupole linear ion trap; DCM - diclorometano; MeCN - acetonitrila; MeOH -
metanol.

Na técnica original da MSPD desenvolvida por Barker et al. (1989), foram sugeridas
modificacbes por Sebastia et al. (2010) e mais tarde estas alteracdes foram adaptadas por
Caldas et al. (2013), dando origem a VA-MSPD. Esta técnica consiste basicamente na mistura
e maceracdo da amostra com suporte solido, adicdo de solvente (BARKER, 2000), agitacdo

por vortex, centrifugacdo e remocao do sobrenadante para injecdo.

A mesma, vem sendo empregada recentemente para diferentes matrizes e compostos,
pois de acordo com Vieira et al., (2018b) para determinacéo de biocidas em peixes a técnica é
eficiente por apresentar uma recuperacdo boa (acima de 60% e RSD abaixo de 18%), a
extracdo ser rapida e consumir pouco solvente organico, tornando o método ecoldgico
(VIEIRA et al., 2018b). Assim como para determinagdo de ibuprofeno em leite materno a
técnica VA - MSPD ¢ sensivel, seletiva, precisa, confiavel, com baixo consumo de amostra,
suporte solido e solvente, além disso, é simples, barata, eficaz e reprodutivel em baixos niveis
de concentracdo (LEON-GONZALEZ; ROSALES-CONRADO, 2017).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967317310907#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967317310907#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967317310907#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967317310907#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cerqueira%20MBR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30103143
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 AREA DE ESTUDO

A coleta de amostras de rés se deu em dois pontos distintos, um no municipio de Cerro
Largo (transicdo entre zona urbana e rural) e outro na Linha Acre (zona rural) do municipio
de Candido Godoi, com localizagdes de 28°07'42.8"S 54°45'01.5"W e 27°58'30.9"S
54°42'20.5"W respectivamente. Os municipios estdo localizados na regido das Missdes (Cerro
Largo) e Noroeste (Candido Godoi) do Rio Grande do Sul. Os dois pontos amostrais séo de
area aberta. A primeira area (Figura 1) consiste em uma poga temporéria rodeada por
fragmentos de Mata Atlantica isolada de lavouras agricolas, com risco reduzido de
contaminacdo por agrotoxicos. Ja a outra area (Figura 2) consiste em borda de lavoura a
agricultura (soja e trigo) com risco de presenca de agrotoxicos aumentando.

De acordo com dados preliminares de 2017 do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), a utilizacdo das terras do municipio de Cerro Largo corresponde a 180,767
hectares de uso permanente e 6.908,977 hectares de uso temporario. Possui uma producéao
anual de grdos de soja de 14.987,478 t, 8.662,404 t de trigo, 14.814,710 t de grdos de milho e
29.149,650 t de milho forrageiro. Referente ao municipio de Candido Godoi, 219,301
hectares sdo de uso permanente e 12.723,842 hectares de uso temporario. Com producéo
anual de 26. 813,054 t de soja, 14.966,910 t de trigo, 11.517,488 t de milho em grdo e
121.035,335 t de milho forrageiro (IBGE, 2017).

Figura 1 - Amostragem de Cerro Largo - RS.

Fonte: Google Mapas, 2019.
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Figura 2 - Amostragem de Candido Godoi - RS.

9

Fonte: Fonte: Google Mapas, 2019.

2.2 PADROES DE AGROTOXICOS

Para o presente estudo foram investigados nos tecidos de ras, um total de sete
agrotoxicos (Tabela 2): atrazina, clorpirifés, difenoconazol, fipronil, tebuconazol,
trifloxistrobina, pirazosulfuron (todos padrdes Sigma Aldrich, acima de 98% de pureza). Para
a escolha dos mesmos, levou-se em consideracdo os que sdo amplamente usados na regido de
estudo,e a capacidade de bioacumulacdo (Kow proximo ou superior a trés) exceto para
atrazina, a qual foi somente pelo seu amplo uso. Além da disponibilidade de padrdes no

laboratério e a compatibilidade com a técnica de detecgdo e coluna disponivel.

Tabela 2- Caracteristicas dos agrotdxicos investigados.

Classe Log kow m/z tr Massa

Agrotoxico Agrondémica MI* (min) Molar
(g.mol™)

Atrazina Herbicida 2,70 216+ 6,03 215,68

Tebuconazol Fungicida 3,70 308+ 7,67 307,82

Cloropirifés Inseticida 4,70 352+ 8,79 350,59

Difenoconazol Fungicida 4,36 406+ 8,04 406,26

Trifloxistrobina Fungicida 4,50 409+ 8,57 408,37

Pirazosulfuron Herbicida 3,16 413- 6,91 414,29

Fipronil Inseticida 3,75 435- 7,43 437,15

Fonte: Autora, 2019. Log Kow — Logaritmo da constante de equilibrio octanol-a4gua; m/z — razéo
massa carga e MI - Modo de ioniza¢do na ESI + ou -; tR — tempo de retencéo.
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Inicialmente foram preparadas solucdes estoque de 1000 mg L™ essas foram diluida a
100 mg Lt e 1 mg L™ (solucBes trabalho individual) todas elas diluidas em metanol. As
solucgdes individuais trabalho foram injetadas no sistema cromatografico para verificar a
resposta individual de cada analito. Logo ap6s foi preparada uma mistura dos padrées numa
concentracdo de 2 mg L™ (M7 ou mistura padrdo trabalho), a qual foi diluida a1 mg L™ e
injetada no equipamento LC-MS para otimizar a separagédo dos compostos.

2.3 FASE MOVEL E CONDICOES DO LC

A fase movel utilizada para cromatografia foi composta de metanol grau HPLC e &gua
ultrapura (ambos acidificados a 0,1% com &cido formico graus HPLC e com 5mM de
formiato de amonio). Para separacdo foram testados diferentes gradientes variando a
proporcéo de metanol no inicio de 5% a 50%.

As condi¢des do LC para as analises foram as seguintes: temperatura do forno 50°C,
vazdo 0,3 mL min™. Coluna analitica Athena C18-WP, 100A (50 mm x 2,1 mm d.i x 3,0 um),
marca CNW Technologies® (Duesseldorf, Alemanha).

2.4 COLETA DE INDIVIDUOS

Para otimizagdo, validacdo e aplicacdo do método foram coletados dois individuos
adultos de ras da espécie Leptodactylus latrans (Figura 3A). A escolha desta espécie se deu
pela massa corpOrea que possui maior quantidade comparada a outras espécies da regiao,
fazendo com que poucos individuos fossem eutanasiados. Ja para aplicacdo do método foram
coletados 15 individuos de rds da espécie Leptodactylus fuscus (Figura 3B) independente do
sexo, idade e peso para o estudo em si.

Esta ultima espécie foi selecionada pelo fato de estar presente em abundancia em dois
habitats distintos, permitindo uma comparacédo dos dados. Ambas as espécies foram coletadas
em campo por busca ativa durante a noite ou por armadilha de queda pitfall. Em laboratério,
os individuos coletados foram anestesiados com cloridrato de lidocaina e mantidos em
refrigeracdo. A permissdo para o uso dos animais no presente trabalho esta protocolada sob o
CEUA n° 7854080719 (ID 000095).
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Figura 3 — Espécies de ras utilizadas no estudo.

-
us.
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2.5 OTIMIZACAO DO METODO

Para a extragdo dos agrotoxicos na matriz tecidual, foi utilizada a técnica de preparo de
amostra denominada Dispersao da Matriz em Fase Sélida Assistida por Voértex - VA-MSPD.
Em um primeiro momento as amostras foram preparadas no intuito de otimizar o método,
assim, inicialmente foram testadas por analise univariada: quantidade de amostra (0,5 e 1,0 g)
e tipo de suporte solido (quitosana, silica, C18). Depois de definido sorvente e quantidade de
amostra, foram testados por analise multivariada, através de um planejamento fatorial outras
variaveis como, tipo de solvente (acetonitrila e metanol) e suas quantidades, quantidade de
suporte sélido (sorvente) (0 a 1,5 g) e quantidade de sulfato de magnésio (0 a 1,5 g) (Tabela
3). Para verificar a eficiéncia de extracdo dos agrotéxicos na matriz com o método proposto,
as amostras foram fortificadas com a mistura padrdo (M7) em concentragdes conhecidas

(nivel de 160 pg kg™ e a extragéo foi realizada.

Tabela 3 — Matriz do planejamento experimental.

Experimento C18 MeCN MeOH NaySO4

(9) (mL) (mL) (9)

17 0,0 2,0 2,0 1,0
11 15 15 2,5 0,5

8 0,5 2,5 2,5 1,5
13 15 2,5 1,5 0,5
10 15 15 1,5 1,5

9 1,5 15 1,5 0,5
22 1,0 2,0 3,0 1,0
12 1,5 1,5 2,5 1,5

5 0,5 2,5 1,5 0,5
25 (C) 1,0 2,0 2,0 1,0
24 1,0 2,0 2,0 2,0

15 15 2,5 2,5 0,5
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Experimento C18 MeCN MeOH Na,SO,

(9) (mL)  (mL) 9)

20 1,0 30 2,0 1,0
18 2,0 2,0 2,0 1,0
7 05 2,5 25 05
14 15 2,5 1,5 1,5
2 05 15 15 1,5
23 1,0 2,0 2,0 0,0
3 05 15 25 0,5
19 1,0 1,0 2,0 1,0
4 05 15 25 1,5
6 05 2,5 15 15
1 05 15 1,5 05
21 1,0 2,0 1,0 1,0
16 15 2,5 2,5 1,5
26 (C) 1,0 2,0 2,0 1,0

Fonte: Autora, 2019.

Para os testes, foram utilizados os corpos inteiros das rds, com exce¢do do figado,
ovacitos, estdbmagos. O figado foi processado separadamente. As amostras foram trituradas
em um processador de alimentos (Cuisinart® — SmartPower Duart®) e depois o material foi
macerado com pistilo em um gral. Em seguida foi transferido para um tubo do tipo Falcon,

pesado e armazenado no freezer para utilizacdo posterior e aplicacdo da VA-MSPD.

Figura 4 — Trituragdo das amostras e homogeneizacao.

3 vwﬁ"
e e

Fonte: Autora, 2019. A — Cortes dos pedagos maiores. B — Triturag:i.d. Cc- Homogenizagéo.
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Figura 5 — Preparo da amostra através da técnica VA - MSPD .

Fonte: Autora, 2019. A — Amostra; B - Adicdo do sal e suporte sdlido; C — Maceragdo por 5min; D —
Transferéncia do material para tubo falcon; E — Adicdo de solvente; F — Agitacdo em vortex; G - Centrifugacdo;
H — Remogd&o do sobrenadante para inje¢do no cromatografo.

2.6 METODO CROMATOGRAFICO

Para determinacdo dos agrotoxicos foi utilizado equipamento de Cromatografia
Liquida - LC, como detector de Espectrometria de Massas, LCMS 2020 SHIMADZU®
(Figura 6) com fonte de ionizagdo por Electrospray (ESI), analisador de massa tipo
Quadrupolo e sistema de aquisic¢ao de dados LabSolutions®.

Figura 6 - LCMS 2020 SHIMADZU®.

Fonte: Autora, 2019.
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2.7 VALIDACAO DO METODO

A validacdo do método proposto foi realizada respeitando os pardmetros de validagao
de métodos analiticos impostos pelos 6rgdos regulamentadores nacionais: Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (2017) e Instituto Nacional de Metrologia Qualidade e
Tecnologia — INMETRO (2018). Dentre estes parametros estdo: seletividade, lineariedade,
faixa de trabalho, exatiddo (em termos de recuperacdo), repetibilidade e precisdo
intermediaria. Além destes parametros, podem ser citados como complementares, robustez e

efeito de matriz, os quais ndo foram abordados nessa validacao.

2.7.1 Seletividade

Para atender a este quesito importante que representa o quanto seletivo é o método
para selecionar sem erro o0 analito de interesse mesmo na presenga de outros interferentes
(LANCAS, 2004), foram observadas as inje¢des brancos de solvente, solugdes individuais e a

mistura de padroes.

2.7.2 Linearidade

Para garantir a linearidade do método, foi construida uma curva de calibracdo em
solvente metanol com pelo menos cinco pontos distintos, onde o eixo x corresponde a
diferentes concentracdes do padrdo e 0 eixo y representa o sinal resultante de cada
concentracdo em unidades de &rea. Através das curvas de calibragdo foram calculados os
coeficientes de correlago e de determinacéo (r e r?).

2.7.3 Exatidao

Referente a exatiddo, foram realizadas fortificacbes das amostras em 5 niveis de
concentracdo de 8 — 160 pg kg' e empregado o método proposto, e comparando com
concentracé@o obtida nos padrdes. Os valores obtidos devem estar na faixa de 70 a 120%, para

0 método ser aceito como exato.

2.7.4 Precisao

A precisdo do método foi obtida através da repetibilidade dos experimentos e expresso
em Desvio Padrdo Relativo - RSD, que corresponde a repetibilidade do experimento no

mesmo dia e em diferentes dias.



25

2.7.5 Limites de Quantificacdo (LOQ)

Como os agrotdxicos estdo presentes a niveis de tracos, para verificar quais niveis
minimos de concentragdo o método foi capaz de quantificar, foram preparadas amostras com
fortificacdes em diferentes concentracdes em pg kg ™ (8, 16, 32, 80, 160). Foi considerado

limite de quantificacdo quando a relacdo sinal ruido € maior 10 vezes.

2.8 APLICACAO DO METODO

Depois de validado o método para L. latrans, o mesmo foi aplicado para outra espécie
de rd da mesma familia, L. fuscus. Para verificar se 0 método responde da mesma forma para
espécies diferentes, foram realizadas fortificacdes (a nivel de 160 ug kg ™) e extragdes em
tecido e figado, de individuos de uma regido nao agricola, local “controle”.

Sendo assim, 0 método foi aplicado com o objetivo de analisar os sete agrotoxicos de
estudo no tecido de L. fuscus em amostras provenientes de agroecossistemas (Candido Goddi
- RS). Essas amostras foram separadas em tecido (trés individuos adultos), figado (de trés
individuos adultos) e corpo inteiro (de um individuo jovem). Ja as amostras do local
“controle” (Cerro Largo - RS), foram separadas em tecido e figado adulto.

2.9 ANALISE DE AGUA

Além da investigacdo dos sete agrotoxicos em ras, foi feita uma analise da gua para
0s agrotdxicos, com excecdo do pirazosulfuron. A agua foi coletada em uma vala da lavoura,
no mesmo local e no mesmo periodo em que foram coletadas as rds. A técnica empregada
para o preparo da amostra foi SPE - Solid Phase Extraction e o sistema de andlise se deu por
LC-MS. O método utilizado foi 0 método que estava sendo usado como rotina no laboratério
para analise de aguas. O qual utiliza 250 mL de 4gua acidifiada com acido fosférico, essa
amostra percola cartuchos comerciais de 3 ml, contendo 500 mg de C18. Logo ap0s a amostra
é eluida com 2 mL de metanol e injetado no LC-MS. Esse método foi validado em 2018 para

23 agrotoxicos em agua.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 FASE MOVEL

Dentre as fases moveis testadas, quando iniciado com 5% de metanol 0os compostos
sairam todos em torno de 7 e 8 minutos, deixando o0s picos muito sobrepostos. A fase movel
que apresentou melhores resultados foi a representada abaixo (Tabela 4), onde inicia com
10% de metanol. Esta condicdo foi a que resultou em cromatogramas com melhores formatos
de picos (Figura 7), com tempos variando entre 6 e 8 minutos, portanto foi a selecionada no
método.

Tabela 4 - Gradiente de elui¢cdo empregada no método.

Tempo (min) Quantidade de solvente

mL
0,01 10
0,25 10
2,00 48
8,00 100
9,00 100
11,00 10

Fonte: Autora, 2019.
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Figura 7 — Cromatogramas do modo SIM para padrdo de concentragdo de 20 pg L™ dos
agrotoxicos investigados.
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Fonte: Autora, 2019.

3.2 CONDICOES DO PREPARO DA AMOSTRA

A partir dos experimentos utilizando massas de amostra de 0,5 e 1 g (usando 1 g de
suporte soélido), foi observado que ambos apresentavam resultados satisfatérios, com
recuperacdes de 70 - 120% (Figura 8), mas como o objetivo era consumir a menor quantidade
de massa possivel para evitar o sacrificio de um numero elevado de individuos, foi

estabelecido o uso de 0,5 g.
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Figura 8 — Recuperacdes obtidas utilizando diferentes massas de amostras.
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Fonte: Autora, 2019. Demais condi¢fes empregadas: 4 mL de MeCN, 1 g sorvente C18, 1 g Na,SO,,

Nos testes de diferentes suportes sélidos, como quitosana, silica e C18, verificou-se
que nao foram obtidas recuperagdes satisfatérias empregando a quitosana (dados ndo
apresentados). Resultados similares foram obtidos em um estudo de determinagdo de
agrotoxicos em peixes empregando VA-MSPD e GC nas condicGes 0,2 g de amostra, 2,0 g de
C18g, 0,2 gde sulfato de s6dio e 5 mL de acetato de etila, onde nas recuperacdo ndo foi
possivel observar nenhum dos analitos, da mesma forma que no presente trabalho também
néo apresentou recuperacdes dentro das estabelecidas (VIEIRA et al., 2018b).

Utilizando a silica como suporte solido, os resultados de recuperacdo ficaram
aceitaveis para maioria dos agrotoxicos, exceto para o cloropirifos e para o pirazosulfuron, os
quais apresentaram valores de recuperacdo ficaram abaixo de 70% (Figura 9). Isso fez com
que fosse descartado o uso desse suporte s6lido no método.

Figura 9 — Recuperacdes obtidas utilizando silica para a dispersdao da matriz.

120
100
80
60
40
20
0

Recuperagdo (%)

Fonte: Autora, 2019. Demais condi¢des empregadas: 4 mL de MeCN, 0,5 g amostra, 1 g sorvente, 1 g Na,SO,,
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J& quando utilizado o sorvente C18 novo, as recuperacdes ficaram entre 70 - 120 %
para todos os sete agrotoxicos (Figura 10). O C18 por ter caracteristica apolar, retém
componentes lipofilicos (BARKER; LONG; SHORT, 1989), o que auxilia na limpeza da

amostra.

Figura 10 - Recuperaces obtidas utilizando C18.
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Fonte: Autora, 2019. Demais condi¢des empregadas: 0,5 g de amostra, 1 g Na,SO4 4 mL de MeCN.

Embora o C18 tenha sido o suporte solido que apresentou recuperacdes entre 70 e
120% para todos os agrotdxicos, demostrando sua eficiéncia para a matriz de estudo, testou-se
C18 reutilizado proveniente de cartuchos de SPE usados. Quanto ao C18-R, obtivemos

resultados de recuperacdo similares ao C18 novo (Tabela 5).

Tabela 5 - Comparacdo entre resultados (recuperacdo e RSD em %) obtidas para cada
agrotoxico utilizando C18 novo e C18 reutilizado.

Agrotoxico C18 novo C18 reutilizado
Rec (%) RSD (%) Rec (%) RSD (%)

Atrazina 94,1 3.9 92,5 5,4
Tebuconazol 79,7 7,3 94,5 1,0
Cloropirifés 72,0 2,2 76,6 1,2
Difenoconazol 85,1 5,6 90,8 1,5
Trifloxistrobina 77,3 1,1 90,1 1,3
Pirazosulfuron 108,8 13,1 115,2 1,6
Fipronil 105,2 9,7 114,2 3,6

Fonte: Autora, 2019.
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O C18 reutilizado foi empregado pela primeira vez por Rodrigues et al. (2012) e se
mostrou eficiente para determinagédo de dimetoato, metalaxil-M, tebuconazol, azoxistrobina e
difenoconazol em cebola (RODRIGUES et al., 2012). Assim como para de Caldas et al.
(2013) na determinacdo de dimetoato, atrazina, clomazona, fenitrotido, malatido, fipronil e
tebuconazol em hepatopancreas de caranguejo (CALDAS et al., 2013). Neste sentido, o C18
reutilizado acaba sendo uma alternativa eficiente, econdmica e ecologicamente correta, uma
vez que demonstra a possivel seletividade do material para ser utilizado.

Diante dos experimentos multivariados usados para determinacdo da quantidade dos
materiais a serem usados (suporte sélido e sal), as condi¢Ges que apresentaram melhores
resultados foram os que utilizaram ambas 1g de C18 e Na,SO,4. A quantidade de C18 definida
(1 g) é considerada uma quantidade relativamente alta, por isso € interessante o uso de
materiais alternativos, como o C18 reutilizado.

No que se refere ao solvente utilizado para extracdo dos analitos, foram testados na
matriz multivariada a mistura dos dois solventes (acetonitrila e metanol). Os melhores
resultados foram com a mistura de 2 mL de cada no ponto central. Portanto foi realizado um
outro experimento univariado, testando ambos separadamente (Tabela 6). Assim foi possivel
concluir que com metanol, as recuperacdes ficam fora da faixa ideal (70 - 120%) para dois
compostos. Ao contrario do que mostrou os resultados do uso da acetonitrila individualmente,
onde foram obtidas recuperagdes dentro da faixa esperada, para quase todos os agrotoxicos,
exceto para atrazina, nesse experimento. Desta forma a acetonitrila foi selecionada como

solvente de extracdo para 0s agrotoxicos em estudo.

Tabela 6 — Respostas de recuperacdo e RSD (%) obtidas para cada agrotdxico utilizando
diferentes solventes.

Agrotoxico 4 mL de MeOH 4 mL de MECN
Rec. (%) RSD (%) Rec. (%) RSD (%)

Atrazina 69,7 3,02 58,9 15,51
Tebuconazol 77,2 3,82 71,6 12,61
Cloropirifés 48,0 5,38 97,9 13,68
Difenoconazol 93,8 2,75 84,6 13,10
Trifloxistrobina 66,8 3,15 73,5 13,27
Pirazosulfuron 156,3 16,07 93,2 13,76
Fipronil 107,5 3,05 97,2 12,62

Fonte: Autora, 2019.

Embora alguns trabalhos como o de determinacdo de hormdnios em matriz de solo
(ALBERO et al., 2013) tenham obtido recuperagdes boas a partir da mistura entre os

solventes acetonitrila e metanol, o presente estudo ndo apresentou 0 mesmo resultado,
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provavelmente porque as caracteristicas do analito e da matriz de estudo sdo diferentes. No
entanto, em um outro estudo que determinou agrotoxicos (incluindo dois mesmos desse
estudo) em tecido de peixe, que por sua vez tem maior similaridade de composicao tecidual
com a matriz (rd), a melhor recuperacdo foi alcangcada usando acetonitrila como solvente
(CALDAS et al., 2013), corroborando com os resultados do nosso trabalho. Este solvente é
considerado adequado porque devido a sua polaridade, diminui a capacidade de extracdo de
interferentes como lipideos (SOUZA et al., 2013) garantindo maior seletividade.

A quantidade fixada de acetonitrila ficou em 4 mL por amostra, pois foi a menor
quantidade possivel de ser usada para obtencdo de uma aliquota consideravel para injecéo.
Aqui também se priorizou pelo uso da menor quantidade possivel de solvente, o que torna o
método ainda mais ambientalmente seguro.

Em sintese, a condicdo de materiais e quantidades que apresentou melhores
recuperacdes para o preparo da amostra, é representada na esquematizacdo abaixo (Figura
11). Salientando que os tempos de fortificagdo, maceragéo, centrifugacdo e velocidade de
centrifugacdo foram baseados no utilizados por Soares (2019) e Vieira e colaboradores
(2018).

Figura 11 — Esquematizacdo do preparo da amostra (VA-MSPD) nas condicdes definitivas do
método.

lgde Maceraca
g;«ﬁogst(:g Y Sulfato 0 por 5
de sddio min
Remogéo do Centrifugagio Agitagdo @
sobrenadante / por5mina | em vortex
para injecao 5000 rpm GG por 5 min

Fonte: Autora, 2019.
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3.3 VALIDACAO DO METODO

O presente método foi seletivo, pois apesar de interferentes presentes, no tempo de
retencdo dos analitos ndo houve nenhum outro sinal. Através das curvas de calibracdo
observou-se que 0 método é linear com coeficiente de correlacio (r) e determinacéo () acima
de 0,99 para todos compostos, estando dentro do que é recomendado pelo INMETRO (2018)
(Tabela 7) (Anexo A).

Tabela 7 — Linearidade do método.

Agrotoxico Equacdo da curva de e r
calibracéo

Atrazina Y =145.332X + 413.155 0,998 0,999
Tebuconazol Y =37.468,9X — 90.973,4 0,999 0,999
Cloropirifés Y =18.249,8X + 145.326 0,999 0,999
Difenoconazol Y =38512,1X - 60.149,7 0,996 0,998
Trifloxistrobina Y =314.136X + 44.607,8 0,999 0,999
Pirazosulfuron Y =1.998,51X — 2.808,34 0,996 0,998
Fipronil Y =33.696,5X + 69.901,6 0,999 0,999

Fonte: Autora, 2019. r” - Coeficiente de determinagéo; r - Coeficiente de correlacéo.

Quanto a exatidao e precisdo os resultados também estdo dentro do estabelecido pelas
normativas onde este trabalho foi baseado (ANVISA e INMETRO). As recuperacbes foram
de 67 - 128%, consideradas aceitaveis, pois os resultados obtidos para amostras fortificadas e
padrdo sdo relativos e apresentaram recuperacdes entre 70 e 120 %. Da mesma forma que, 0
parametro da precisdo do método também ¢é atingido, em termos de repetibilidade, tendo de
0,4 a 21%.

Referente aos limites de quantificacdo do método (LOQm), em relacdo as
concentracdes testadas, baseadas no limite instrumental, no nivel de 8 pg kg ™
(correspondendo a 1 pg L™) somente a trifloxistrobina recuperou entre 70 e 120 %, com
RSD menor que 20 (Tabela 8), sendo considerado o LOQm para esse composto (Tabela 9).
Por outro lado, o clorpirifés recuperou no primeiro dia a partir de 80pg kg ™, e no segundo dia
ndo recuperou em nenhum nivel. No entanto, no terceiro dia recuperou em todos niveis.
Assim, foi considerado para clorpirifés 80ug kg ™ como LOQm. Atrazina recuperou dentro da
faixa esperada a partir de 16 pg kg ™ no segundo dia, assim foi inserido um nivel de 32 pg kg
"1 0 qual foi repetido em dois dias e recuperou tanto para atrazina como tebuconazol, sendo

entdo considerado LOQ para ambos (Tabela 8 e Tabela 9)
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Tabela 8 — Exatiddo do método em termos de recuperagdes (%) e repetibilidade obtidas em termos de desvio padrao relativo (RSD %).

Dial Dia 2 Dia 3
8 ug kg™ 16 pg kg™ 80ug kgt 160 pg kg™ 8 ug kg™ 16pgkgt  80ugkg' 160 pg kg™ 8 ug kg™ 16 pg kg™ 32 ug kg™ 80ug kgt 160 pg kg™
Rec RSD Rec RSD Rec RSD Rec RSD Rec RSD Rec. RSD Rec RSD Rec RSD Rec RSD Rec. RSD Rec RSD Rec RSD Rec. RSD

Atr. 1433 105 1173 6,2 896 27 915 118 1295 13,7 1680 25 1147 15 994 18 1546 6,2 1286 3,1 1234* 46 984 26 831 54

Teb. 3115 192 3343 53 1144 21 938 177 4310 48 2553 42 975 29 846 08 3506 83 1787 90 1239 79 1035 51 846 7.2

Clo. 2637 48 1677 249 929* 41 1032 127 3353 16,1 3696 93 7291 558 4485 183 9,1 53 996 108 918 39 928 128 716 7.2

Dif. 4311 15 1606 125 83,75 836 752 28 1306 70 864 52 679 04 763 07 1032 102 831 56 784 39 694 41 698 15

Tri. 791 81 92,8 58 696 106 765 41 973 138 765 94 612 127 699 0.2 76,1 169 794 55 68,3 21 674 100 712 26
Pir. 4908,9 181 21936 151 7926 18,7 2279 105 1684 149 968 83 773 53 844 29 139,1 306 926 21,2 1053 106 951 72 851 64
Fip. 1286 195 1081* 195 875 40 835 196 137,3 140 1070 108 872 04 1059 27 906 120 795 6,0 779 39 705 36 715 16

Fonte: Autora, 2019. *Nivel o qual foi selecionado para LOQm para cada analito.



34

Tabela 9 — Limite de quantificacdo dos compostos - LOQ.

LOQ (ug kg )

Agrotoxicos

Atrazina 32
Tebuconazol 32
Cloropirifos 80

Difenoconazol 32
Trifloxistrobina 8
Pirazosulfuron 16

Fipronil 16

Fonte: Autora, 2019.

3.4 APLICACAO DO METODO

Com os experimentos realizados e com o método validado para L. latrans, foi
possivel concluir que o método também pode ser utilizado para outra espécie, L. fuscus, pois
esta Ultima também apresenta recuperacdes entre 70 - 120 % para a maioria dos agrotoxicos,
no nivel testado. No entanto, este método somente é valido para os 7 agrotdxicos o tecido
(mistura de pele e musculo) de L. fuscus, uma vez que, as recuperacgdes para figado nao foram

boas para todos os agrotoxicos, especialmente para pirazosulfuron (Figura 12).

Figura 12 — RecuperacOes (%) obtidas em figado e tecido de L. fuscus.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019. *Recuperagdo do pirazosulfuron no figado: 1732,8. Condic6es empregadas:
0,5 g de amostra, 1 g sorvente, 1 g Na,SOy4, 4 mL de MeCN.

Este resultado indica que possivelmente este método proposto e validado de
determinacdo de agrotoxico em tecido, pode ser extrapolado para outras espécies de rds ou até
mesmo para outros anuros, como sapos e pererecas. Mas para tal afirmagéo, como sugestdo

futura, outros trabalhos precisam ser realizados.
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O resultado obtido para o figado, mostra que cada matriz é Unica, tem uma
composicgdo diferente, portanto, necessita de um método de extracéo especifico.

3.4.1 Amostras de agroecossistemas

A partir da aplicacdo do método em L. fuscus provenientes do agroecossistema, foi
possivel concluir que para as amostras de tecido e figado de individuos adultos e individuo
jovem foram quantificados valores acima do LOQ os seguintes agrotoxicos: tebuconazol,
difenoconazol e trifloxistrobina. Os demais agrotoxicos dos sete investigados ficaram abaixo

do LOQ, ndo foram detectados ou ainda, ndo foram quantificados (Tabela 10).

Tabela 10 - Resultados (em pg kg ) da determinacdo de agrotoxicos em L. fuscus de
agroecossistemas.

Agrotoxico Tecido Adulto Figado adulto Corpo inteiro jovem
Atrazina Nao quantificado’  N&o quantificado’  N&o quantificado”
Tebuconazol <LOQ 35,2 31,2
Cloropirif6s N4o quantificado®  N&o quantificado’  Néo quantificado
Difenoconazol 36 38 ND
Trifloxistrobina 16,88 N4o quantificado® <LOQ
Pirazosulfuron ND N4o quantificado® ND
Fipronil <LOQ <LOQ <LOQ

Fonte: Autora, 2019. (1) Ruido alto no equipamento interferindo na determinacéo. (2) N&o foi recuperado no
teste nessa matriz. ND — N&o detectado.

Como é possivel notar na tabela anterior, alguns compostos tem 0 mesmo
comportamento para ambas as amostras, como por exemplo, a atrazina e o cloropirifés que
ndo foram possiveis quantificar por motivos de ruido do equipamento. Assim como também,
para o pirazosulfuron nenhuma amostra deu positiva, indicando que ele ndo é usado no local,
degradou-se ou ndo se acumulou.

Uma observacdo importante que pode ser feita quanto ao difenoconazol, é que em
amostras de individuos adultos o mesmo estd presente, mas no individuo jovem nao esta,
sendo que, ambos foram coletas no mesmo local. Neste caso, uma justificativa seria que o
acumulo aumenta com o passar do periodo de exposi¢do, como colocado por varios autores.

O interessante € que para o tebuconazol o individuo jovem foi quantificado com
valores maiores dos detectados em tecido nos individuos adultos (<LOQ). Isso reforga a ideia
de que possivelmente outros fatores além do tempo de exposicdo podem influenciar na

bioacumulacédo destes compostos.
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Os agrotdxicos que deram positivo nas amostras e que apresentam valores acima do
LOQ como difenoconazol, tebuconazol e trifloxistrobina, sdo ambos fungicidas.
Curiosamente, as ras foram coletadas em um periodo onde a soja estava em um estagio onde
recebe esse tratamento de fungicidas. Ja o fipronil que apresentou detec¢des abaixo do LOQ),
é um inseticida, que também € utilizado neste periodo de desenvolvimento da soja.

Para o difenoconazol e tebuconazol, percebe-se que no figado os valores estdo acima
dos encontrados no tecido. Ao contrario do que € observado por John e Prakash (2003) em um
estudo de acimulo de carbaril e metasystox em 0Orgaos de peixes, onde a concentracao foi
maior nos musculos do que no figado. Um dos motivos para tal diferenca é quanto ao tipo de
vida entre anuros e peixes, pois como 0s peixes estdo expostos o tempo todo a agua, a
contaminacdo do tecido € mais provavel por difusdo, ja para os anuros a principal forma de
contaminacdo provavelmente é através da dieta, fazendo com que 0s compostos sejam

distribuidos pelo corpo, principalmente em érgdo lipofilicos.

3.4.2 Amostras do local “controle”

Para as amostras do local julgado como ndo ou pouco contaminado, foi quantificado o
pirazosulfuron no tecido acima do LOQ, cloropirifds e tebuconazol no figado menor que LOQ
e trifloxistrobina no tecido menor LOQ, como pode ser observado na tabela a seguir (Tabela
11).

Tabela 11 — Resultados da determinacdo de agrotoxicos (em pg kg ™) em L. fuscus do local
“controle”.

Agrotoxico Tecido Figado
Atrazina N4o quantificado” N4o quantificado”
Tebuconazol ND <LOQ
Cloropirifos ND <LOQ
Difenoconazol ND ND
Trifloxistrobina <LOQ N4o quantificado®
Pirazosulfuron 30,6 N&o quantificado®
Fipronil N4o quantificado’ N4o quantificado’

Fonte: Autora, 2019. (1) Ruido alto no equipamento interferindo na determinacéo. (2) N&o foi recuperado. ND —
Ndo detectado.

Os resultados obtidos para as amostras deste local indicam que mesmo sendo um local
proximo a zona urbana e mais distante de propriedades agricolas, onde existe 0 maior uso de
agrotoxicos, pode estar ocorrendo 0 processo de contaminagdo das rds por outros meios, Como
dieta, contato com o solo, poeira, chuva, etc. (MORESCO; MARGARIDO e DE OLIVEIRA,
2014).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935114000759#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935114000759#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935114000759#!
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Fazendo um comparativo entre as duas areas de estudo, percebe-se que uma variedade
maior de agrotoxicos foi encontrada em amostras de rds do agroecossistema, provavelmente
pela diversidade de compostos usados nestes locais. Neste sentido, é possivel afirmar que os
agroecossistemas apresentam maior risco de contaminacéo, justamente por essa variedade de
contaminantes que segundo alguns estudos, o efeito da mistura de agrotdxicos pode ser uma
problemaética ainda maior (HEYES et al., 2006). Em um estudo de Taylor et al., (2005) ficou
evidente que a malformacdo ndo traumatica ou auséncias de membros de anuros estava

relacionado ao habitat em areas agricolas ou proximas a elas.

3.5 ANALISE DA AGUA

Para a &gua que foi coletada do mesmo local que as amostras de L. fuscus, foram
encontrados 0s agrotoxicos atrazina acima do LOQ, sendo que o LOQ para atrazina
corresponde a 2 pg L . Também foi quantificado o agrotdxico fipronil que estava abaixo do
LOQ (8 ug L ™). Pirazosulfuron e clorpirifés ndo estdo no scopo do método e difenoconazol e
trifloxistrobina ndo foram detectados em agua. Se comparados os resultados encontrados para
matriz de rds e agua, percebemos uma divergéncia, pois o tebuconazol, difenoconazol e
trifloxistrobina estdo presentes nas ras, no entanto, na dgua ndo foram detectados, o que pode
indicar uma bioacumulagdo, uma vez que estes compostos tem a propriedade de serem mais
hidrofdbicos.

A atrazina foi o Unico agrotdxico que foi quantificado acima do LOQ na agua (0,01 ug
L ). Segundo a IUPAC, é um herbicida com solubilidade alta em agua e é consideravelmente
toxica para animais aquaticos (IUPAC, 2019). A concentracdo encontrada na agua nao
apresenta risco, pois de acordo com algum estudos anteriores, os efeitos como anomalias nas
gbnadas, hermafroditismo dos machos e imunosupressdo, somente sdo observados na
exposicdo a 0,1 pug L ™ (HAYES et al. 2002). Nas amostras de ras nio foi possivel quantificar
devido a um ruido de alta intensidade no equipamento, durante o periodo que foi realizada a
andlise dessas amostras.

O fipronil foi o Unico agrotoxico que foi possivel detectar tanto na &gua como nas
amostras de ras de agroecossistemas e em ambos esta abaixo do LOQ. Fipronil é um
inseticida que tem baixa solubilidade na dgua, é pouco persistente nessa matriz, indicando que
seu aporte pode ter sido recente na dgua e aportado em concentragdes maiores ao encontrado,

além disso é consideravelmente toxico para peixes (IUPAC, 2019).
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CONCLUSAO

No presente trabalho foi possivel obter um método validado usando a Dispersao da
Matriz em Fase Sdélida Assistida por Vortex (VA-MSPD) e deteccdo por LC-MS para
determinacdo de sete agrotdxicos em matriz de tecido de ras e trés em figado. Como o método
para esta matriz proposto ndo tem muitos estudos, foi necessaria a otimizagdo das principais
variaveis do preparo de amostra.

Assim, as condicGes empregadas que apresentarem resultados satisfatorios foram 0,5 g
de amostra, 1 g de C18, 1 g de sulfato de sddio, 4 mL de acetonitrila. O método foi validado
respeitando parametros obrigatorios de validacdo de métodos analiticos como seletividade,
linearidade, exatiddo, precisao e limite de quantificacdo, propostos pela ANVISA (2017) e
INMETRO (2018).

Sendo assim, 0 método é seletivo, pois apesar de interferentes presentes, no tempo de
retencdo dos analitos ndo houve nenhum outro sinal. E linear, apresentando coeficiente de
correlagdo (r) e determinacdo (r’) acima de 0,99 para todos agrotéxicos. Quanto & exatiddo os
resultados também estdo dentro do estabelecido pelas normativas, as recuperacdes foram de
67-128% consideradas aceitaveis, pois os resultados obtidos para amostras fortificadas e
padrdo sdo relativos e apresentaram recuperagdes entre 70 - 120 %. Da mesma forma que, 0
parametro da precisdao do método também foi atingido, em termos de repetibilidade, tendo
0,4-21%. Os limites de quantificacdo do método ficaram entre 8 e 80 pg kg ™.

De modo geral, o método desenvolvido e validado mostrou-se eficiente pelos
resultados obtidos na validag&o. Aplicando o0 mesmo em rés L. fuscus de um agroecossistema
foram detectados difenoconazol e trifloxistrobina acima do LOQ e tebuconazol efipronil
abaixo do LOQ. Assim como em ras da area controle foram pirazosulfuron acima do LOQ e
tebuconazol, trifloxistrobina e cloropirifés abaixo do LOQ Na amostra de agua do
agroecossistema foram encontrados atrazina acima do LOQ e fipronil abaixo do LOQ.

Estes resultados mostram que a espécie que habita em agroecossistemas apresentam
uma maior variedade de agrotdxicos detectados se comparado com aquelas mais afastadas de
lavouras, indicando que estes ambientes apresentam maior risco para 0s animais. Observou-se
também no estudo que, mesmo uma area mais afastada das areas agricolas, a contaminagéo de
rds também pode ocorrer por diversas vias indiretas, como agua, dieta, vento, poeira.

Embora ainda ndo se tenha conhecimento sobre os efeitos dos agrotoxicos para 0s

anuros in natura, ndo exista uma referéncia estabelecida para saber em quais concentracfes
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cada agrotoxico apresenta perigo para 0s anuros e devido as inUmeras variaveis que podem
contribuir para a contaminagdo dos individuos, considera-se que o método validado no
presente estudo seja um passo importante para 0 monitoramento destes compostos em ras,
uma vez que, 0s agrotdxicos estdo sendo cada vez mais utilizados. Além disso, 0 avanco das
fronteiras agricolas permite com que algumas espécies de anuros cada vez mais habitam estes

locais que apresentam grandes riscos de contaminacéo.

CONSIDERACOES FINAIS

Vaérios testes realizados indicam a confiabilidade dos resultados, no entanto por se
tratar de matrizes bastante complexas e andlise de tracos, seria indicado numa continuagédo do

trabalho, uso de padrdes internos e calculos de efeito de matriz.

Também seria indicado o uso de outro equipamento como GC-MS ou LC-MS/MS
para confirmacdo de resultados, assim como o aumento do escopo de compostos
contemplados no método.

Os anuros tém periodicidade para serem capturados, pois no inverno, esses hibernam e
estdo em atividade somente no periodo reprodutivo. Assim as amostras analisadas foram
conservadas em freezer até a validacdo completa do método, de 8 a 11 meses
aproximadamente. Deveriam ser analisadas novas amostras recém coletadas, mas ndo foi
possivel captura-los nos ultimos meses. Assim, novas amostras serdo capturadas nos
proximos meses para que se tenham um melhor panorama da problematica na regido.
Ressaltando que estudos de monitoramento devem ser ao longo de véarios anos, assim o

presente trabalho foi o primeiro passa para um monitoramento futuro.
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Anexo A — Curvas de calibracdo dos agrotoxicos, no solvente.
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