5

" Futuro e tendéncias para a géstan,
19 a 22 de Outubro ‘desenvulviment e inovagdo

Totalmente Online e Gratuito

-

( ) Graduacido (x) Pos-Graduacao

VALIDACAO DO METODO QuEChERS ACETADO SEM A ETAPA DE LIMPEZA
PARA EXTRACAO DO FIPRONIL EM SOLO

Rafaela Roberta Morelato,
Universidade Federal da Fronteira Sul,
rafaelarobertamorellato@hotmail.com

Jonas Simon Dugatte,
Universidade Federal da Fronteira Sul,
jonas.dugatto@uffs.edu.br

Thuanne Braulio Hennig,
Universidade Federal da Fronteira Sul,
thuanne_hennig@hotmail.com

Paulo Roger Lopes Alves,
Universidade Federal da Fronteira Sul,
paulo.roger.lopes@gmail.com

Liziara da Costa Cabrera,
Universidade Federal da Fronteira Sul,
liziara.cabrera@uffs.edu.br

RESUMO

O composto fipronil € um inseticida comumente utilizado ndo so, na agricultura, para controle
de pragas e insetos, como nas culturas de arroz, trigo, algodao, manga, cana-de-acucar, milho,
cereais e girassol, mas também, para o controle de parasitas como pulgas e piolhos em animais
domésticos. O agrotoxico é altamente toxico a salde humana e assim, sdo necessarios métodos
analiticos validados para 0 monitoramento desses compostos que é altamente persistente em
solo. O método utilizado para determinacdo de matriz solo foi 0 método QUEChERS acetado
sem a etapa de limpeza e a analise foi por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (HPLC-MS). Como resultado da validacdo obteve-se uma resposta linear com
coeficiente de correlacdo de 0,994. A recuperacdo foi entre 115 - 120% com RSD inferior a
20% para quatro niveis (0,01, 0,05, 0,5, 2,5 mg kg*). O LOQ do método foi de 0,01 mg kg-1.
A validacdo do método é de extrema importancia para utilizacdo nas determinacdes de fipronil
no solo, pois, € um composto que pode causar diversos efeitos a biota.
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1 INTRODUCAO

O fipronil, 5-amino-1- (2,6-dicloro-R, R, -trifluoroproil) -4- (trifluorometil) sulfinil]
pirazole-3-carbonitrilo (Figura 2), € um poderoso inseticida fenilpirazol usado na agricultura
para controle de uma gama de pragas de insetos, principalmente em culturas de arroz, trigo,
algodao, manga, cana-de-acucar, milho, cereais, girassol, entre outras (BOBE et al., 1997).

Fipronil (Regent ® 800 WG) é um composto considerado altamente toxico pela
ANVISA (2020), e persistente no solo por ser de baixa solubilidade em &gua, tem sido objetivo
de vérios estudos no mundo em decorréncia de sua toxicidade a insetos ndo alvos. Em alguns
paises da Europa sua utilizagdo foi proibida em decorréncia da alta toxicidade, causando a morte
de abelhas, responsaveis pela polinizacdo (GRANZOTO, 2017).

Sua comercializacao foi suspensa na Franca, desde 2004, por causa da mortalidade das
abelhas e em outros paises da Europa ele também foi proibido pela descoberta do seu alto grau
de toxicidade (OLIVEIRA, 2010). O composto fipronil € um dos inseticidas mais utilizados no
Brasil para combater pragas, principalmente em culturas alimenticias. Estudos crénicos com
ratos utilizando o fipronil mostraram alteracbes como: alteracbes dos horménios da tiredide,
diminuicdo do ganho de peso, ansiedade e altera¢es no colesterol, proteinas e célcio (USEPA,
1996). Neste contexto, o presente trabalho tem o objetivo de validar o método analitico
utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas para extracdo pelo
método QUEChERS acetato sem etapa de limpeza com sorventes para determinacao de fipronil
em diferentes concentracbes nos solos, principalmente em solos provenientes de ensaios
toxicoldgicos.

O método QuUEChERS foi desenvolvido em 2003 por Anastassiades e colaboradores
para determinacdo de agrotoxicos em frutas e verduras. Mais tarde, em 2005 Lehotay e
colaboradores desenvolveram os métodos tamponados QUEChERS acetado ¢ QuEChERS
citrato, sendo esses considerados métodos oficiais para andlise de agrotoxicos pela Unido
Europé¢ia (PRESTES et al. 2009; PRESTES et al. 2011). Uma das etapas importantes do método
QuEChERS ¢ etapa de limpeza (clean up), o qual a tem objetivo de eliminar os interferentes da
matriz a ser analisada, melhorando os resultados da determinacao e eliminando possiveis efeitos
da matriz. Nessa etapa, ¢ utilizado uma técnica chamada Extracdo em fase solida dispersiva (D-
SPE), onde os sorventes sdao utilizados para eliminar interferentes. Os principais sorventes
utilizados sdo C18, PSA e Cgrafitizado (GCB). O GCB tem baixo custo, mas em geral acaba

retendo também agrotoxicos, principalmente os planares. J4 o C18 e PSA sdo excelentes na
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remocdo de interferentes, e otimizando suas quantidades ¢ possivel ndo reter os analitos de
interesse. No entanto, o uso desses sorventes tem um custo um pouco elevado para aquisi¢ao e
implica de uma etapa adicional que ¢ a técnica de D- SPE. Uma alternativa que tem sido
utilizada ¢ o uso de apenas uma etapa de extracdo com solventes (acetonitrila/agua ou
metanol/dgua, por exemplo) e posterior diluicdo, dispensando a etapa de limpeza do extrato.
Trabalhos que utilizam essa etapa tém sido relatados de forma promissora (SILVA et al., 2019;

GEBREHIWOT et al., 2019).
2 MATERIAIS E METODOS

Para extrag@o do fipronil em solo e posterior analise por LC-MS o método de preparo
de amostra utilizado foi o método QUEChERS acetado modificado sem a etapa de limpeza,
onde foi pesado 10 g de solo, adicionado 10 mL de dgua ultrapura, agitacao por 30 seg. Logo
apos foi adicionado 10 mL de acetonitrila (grau HPLC, JtBaker) acidificada a 1% de acido
acético, sendo agitado e adicionado 6 g de sulfato de sodio anidro (JtBaker) e 1,5 g acetato de
sodio. O frasco com a mistura foi agitado manualmente por 30 segundos e por mais 30 segundos
em vortex. Logo ap6s foi levado a centrifuga¢do em 9000 rpm por 5 mim. 1 mL do sobrenadante
foi retirado e diluido a 10 mL com metanol e 4gua (70:30). A mistura foi filtrada em filtros de
seringa de PTFE de 0,2 pm (CHROMAFIL XTRA) e condicionados em vials para injecdo no
LC. Foi utilizado Cromatdgrafo Liquido (LC-MS 2020, Shimadzu) com fonte de ionizacao por
ESI, analisador de massa tipo quadruplo e sistema de aquisi¢do de dados LabSolution,
utilizando a coluna Varian C18 (50 mm x 2,0 mm x 2,8 um). Os componentes da fase movel
foram agua ultrapura (A) e metanol grau HPLC (B). O modo de eluicao foi através de gradiente,
iniciando com 10% de B, até¢ 0,25 s e aumentando linearmente a 48% até 1 minuto, segue
aumentando até 5 min chegando a 100% de B em 0,5 s retorna a 10%, mantendo-se até¢ 1.0
minutos para reestabelecer as condi¢des iniciais. O volume de injecdo foi de 10 pL, com uma
vazdo de fase movel de 0.3 mL min™!. As razdes massa/carga (m/z) 435 em modo negativo. O
método foi validado seguindo as principais figuras de mérito indicados pelo INMETRO, 2020
para validacdo de métodos analiticos. A exatiddo foi determinada em termos de recuperagao
em trés niveis de concentra¢io Nivel 1 (0,01 mg kg™!); Nivel 2 (0,5 mg kg™') e Nivel 3 (2,5 mg
kg!) (esses niveis foram escolhidos pois englobam os menores resultados esperados nas
amostras). Nesses testes foram utilizados a amostra de solo do experimento controle. O solo foi
fortificado (spiking) com padrdo analitico de Fipronil (Sigma Aldrich Pestanal, de 98% de

pureza).
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Para o nivel foi adicionada 50 pL de um padrio de 10 mg L', para nivel 2 e 3 foi
utilizado 50 e 250 puL de um padrio de 100 mg L'. O procedimento realizado foi 0 mesmo
descrito para as amostras. Foram realizadas 3 réplicas de cada nivel para determinar a precisao

intermediaria em dois dias diferentes e por analistas diferentes.
3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A validagdo de um método analitico ¢ responsavel por garantir o desempenho do
método, avaliando parametros como a exatiddo, precisao, seletividade, linearidade e faixa de
trabalho, limites de detec¢ao e quantificagao intra ou interlaboratorios.

O método utilizando QUEChERS acetate sem a etapa de limpeza foi validado de acordo
com as recomendacdes do Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade
Industrial (INMETRO, 2020) para validacdo in house. Os parametros foram: linearidade,
precisdo (em termos de recuperacao), repetibilidade e preciosidade intermédia (em termos de
desvio padrao relativo, RSD), limites de quantificagdo (LOQ). A curva de calibracido foi
construida com cinco niveis de calibragdo (5, 10, 50, 100, 250, 500 e 1000 pg L'). Uma resposta
linear com coeficientes de correlagao de 0,994. A recuperagao foi entre 115 - 120% com RSD
inferior a 20% para quatro niveis (0,01, 0,05, 0,5, 2,5 mg kg'!). O LOQ do método foi de 0,01
mg kg-1. Os resultados mostraram-se satisfatorios e assim o método apresenta confiabilidade
para determinacao do fipronil em amostras contaminadas para ensaios toxicologicos.

A etapa de limpeza utilizando apenas dilui¢do permitiu ainda maior rapidez e menor

custo no preparo de amostra.

4 CONCLUSAO

O método QUEChERS acetado sem a etapa de limpeza e a analise por cromatografia,
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (HPLC-MS) mostraram alta eficacia
guanto a extracdo do fipronil em solos. A existéncia de estudos sobre o composto é de grande
necessidade, pois, o0 agrotdxico ndo s6, contamina a salde humana diretamente, como também,
é um composto bioacumulavel que consiste, na absorcado de contaminantes pelos organismos a

uma taxa mais elevada em relagéo a dessorcao.

REFERENCIAS

ANVISA — AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. Monografia de
agrotoxicos: F43. 2005. Fipronil. Disponivel em:< https://www.gov.br/anvisa/pt-



-

" Futuro e tendéncias para a géstan,
-desenvulviment e inovagdo

-

Totalmente Online e Gratuito

br/setorregulado/regularizacao/agrotoxicos/monografias/monografias-autorizadas/f/4351json-
file-1/view>. Acesso em: 19, agos. 2021.

BOBE, A.; COOPER, J.; COSTE, C.M.; MULLER, M.A. Behaviour of fipronil in soil under
Sahelian plain field conditions. Pestic. Sci. 52, 275-281, 1998.

GRANZOTO, Mariana Rolim. Toxicidade do fipronil sobre "Enchytraeus crypticus" em solo
tropical natural: teste multigeracional. 1 recurso online (69 p.) Dissertagcdo (mestrado) -
Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Tecnologia, Limeira, SP, 2017.

GEBREHIWOT, W. H.; ERKMEN, C.; USLU, B. A novel HPLC-DAD method with dilute-
and-shoot sample preparation technique for the determination of buprofezin, dinobuton and
chlorothalonil in food, environmental and biological samples. International Journal of
Environmental Analytical Chemistry, v. 99, p. 1-15, 2019.

INMETRO. Orientacao sobre validacdo de métodos analiticos. DOQ-CGCRE-008.
jun.2020.Disponivel
em:<http://www.inmetro.gov.br/credenciamento/organismos/doc_organismos.asp?torganismo
=calibensaios>. Acesso em: 15 agos, 2021.

OLIVEIRA, P.R. Avaliacao dos efeitos do fipronil (ingrediente ativo do Frontline®) nos
ovarios de carrapatos Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) (Acari: Ixodidae) e no
sangue periférico de roedores. Rio Claro, 2010. 173f. Tese (Doutorado) — Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista, Rio Claro, 2010.

PRESTES, O. D.; ADAIME, M. A.; ZANELLA, R. QUEChERS: possibilidades e tendéncias
no preparo de amostra para determinagdo multirresiduo de pesticidas em alimentos. Scientia
Chromatographica, v. 3, n. 1, p. 51-64, 2011.

PRESTES, O. D.; FRIGGI, C. A.; ADAIME, M. B.; ZANELLA, R. QuUEChERS - Um
método moderno de preparo de amostra para determinagdo multirresido de pesticidas em
alimentos por métodos cromatograficos acoplados a espectrometria de massas. Quimica
Nova, v. 32, n. 6, p. 1620-1634, 2009.

SILVA, L. P.; MADUREIRA, F.; VARGAS, E. A.; FARIA, A. F.; AUGUSTI, R. Development
and validation of a multianalyte method for quantification of mycotoxins and pesticides in
rice using a simple dilute and shoot procedure and UHPLC-MS/MS. Food Chemistry, v. 270,
p. 420-427, 2019.

USEPA. U.S. Environmental Protection Agency. EPA/630/R-95/002F, Washington, DC, 1996.


http://www.inmetro.gov.br/credenciamento/organismos/doc_organismos.asp?torganismo=calibensaios
http://www.inmetro.gov.br/credenciamento/organismos/doc_organismos.asp?torganismo=calibensaios

