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Método Analitico Multirresiduo para
Determinacao de Inseticidas no Bicho-da-Seda
(Bombyx mori L.)

~ . 1
Rémulo Penna Scorza Junior
. 2
Irzo Isaac Rosa Portilho

Resumo — Diante dos crescentes relatos de perdas de produgédo na
sericicultura pela intoxicacdo e morte do bicho-da-seda por inseticidas
aplicados em areas adjacentes aos sericicultores, torna-se importante a
realizagdo de estudos de monitoramento para caracterizar a problematica
como subsidio para agdes futuras na proposicao de solu¢des. No entanto,
para trabalhos de monitoramento, é fundamental possuir um método
analitico confiavel e validado no laboratério para a matriz alvo. Este trabalho
teve como objetivo o desenvolvimento e a validagdo de um método analitico
multirresiduo para identificagdo e quantificagdo de 26 inseticidas e produtos
de degradagdo em amostras de bicho-da-seda, utilizando o protocolo
QuUEChERS e cromatografia liquida de ultraperformance acoplada a
espectrometria de massas. Os parametros para validagdo do método foram
seletividade, linearidade, faixa de trabalho, sensibilidade, limite de deteccéo
(LD), limite de quantificacdo (LQ), precisao e recuperacdo. Observou-se
efeito matriz com supressdo de resposta entre -8% e -88% para os
compostos analisados, requerendo assim a construgdo das curvas de
calibragdo na matriz e obtendo-se valores de R® superiores a 0,99. Os
valores de recuperacao variaram de 73% a 118%, com preciséo inferior a
20%. Os valores de LQ variaram de 1,35 ng g" a 2,70 ng g”, considerados
satisfatorios para estudos de monitoramento do bicho-da-seda.

Termos para indexagdo: agrotoxicos; sericicultura; monitoramento
ambiental; QUEChERS.

! Engenheiro-agronomo, doutor em Ciéncias Ambientais, pesquisador da Embrapa Agropecuaria Oeste,
Dourados, MS.

2 Bidlogo, doutor em Recursos Naturais, bolsista de Inovagao Tecnologica da Embrapa Agropecuaria Oeste,
Dourados, MS.
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Multiresidue Analytical Method for
Determination of Insecticides in Silkworm
(Bombyx mori L.)

Abstract — In view of the growing reports of production losses in sericulture
due to the intoxication and death of silkkworms by insecticides applied in areas
adjacent to sericulturists, it is important to carry out monitoring studies to
characterize the problem as a subsidy for future actions to propose solutions.
However, for monitoring work, it is essential to have a reliable and laboratory-
validated analytical method for the target matrix. This work aimed to develop
and validate a multi-residue analytical method for the identification and
quantification of 26 insecticides and degradation products in silkworm
samples, using the QUEChERS protocol and ultraperformance liquid
chromatography coupled with mass spectrometry. Parameters for method
validation were selectivity, linearity, working range, sensitivity, detection limit
(LD), quantification limit (LQ), precision and recovery. A matrix effect was
observed with response suppression between -8% and 88% for the analyzed
compounds, thus requiring the construction of matrix-matched calibration
curves with R? values greater than 0.99. Recovery values ranged from 73% to
118%, with precision less than 20%. The LQ values ranged from 1.35ng g" to
2.70 ng g, which can be considered satisfactory for silkworm monitoring
studies.

Index terms: pesticides; sericulture; environmental monitoring; QUEChERS.
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Introducéo

A sericicultura € uma atividade milenar com origem na China, tendo se
expandido para outras regides do mundo, inclusive ao Brasil, quando, em
1808, D. Joado VI introduziu as primeiras mudas de amoreira no Jardim
Botéanico do Rio de Janeiro. Atualmente, o Brasil € o sexto maior produtor de
seda no mundo, atras apenas da China, india, Uzbequistao, Vietna e Tailandia
(International Sericultural Commision, 2020). No entanto, o Brasil é
reconhecido por ter o melhor fio de seda do mundo e exporta 97% de sua
producdo para mercados da Asia e Europa. Portanto, a sericicultura
proporciona relevante contribuigdo a balanga comercial brasileira.

No Brasil, a sericicultura € uma atividade exercida por pequenos
produtores rurais, que gera renda e emprego e, portanto, desempenha um
importante papel social, pois evita a emigracao da populagéo rural para as
cidades. Estima-se que essa atividade gere 20 mil empregos diretos e
indiretos, durante um periodo de 8 a 9 meses por ano, sendo principais
estados produtores o Parana, Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul (IBGE, 2020).
Em Mato Grosso do Sul, os principais municipios produtores sao Itaquirai,
Deodapolis, Gléria de Dourados, Ivinhema, Iguatemi, Nova Alvorada do Sul e
Ponta Pora.

Uma importante etapa dessa atividade compreende o cultivo da amoreira
(Morus alba) cujas folhas servem de alimento para a criagdo do bicho-da-seda
(Bombyx mori L.). E de fundamental importancia que as amoreiras sejam
cultivadas em areas distantes de outras culturas que utilizem inseticidas para
0 manejo de pragas, evitando assim a contaminagdo das folhas de amoreira
devido a deriva ap6s aplicagdo desses produtos. No entanto, tém sido cada
vez mais frequentes relatos de perdas de produgdo na sericicultura pela
intoxicagado e morte do bicho-da-seda em fung&o da contaminagéo das folhas
de amoreira no campo com inseticidas, provenientes de aplicacdes desses
compostos em areas adjacentes aos sericicultores. Diante disso, € crescente
a demanda por estudos de monitoramento de residuos de inseticidas e outras
classes de agrotdxicos, tanto nas folhas de amoreira como também no bicho-
da-seda, com foco na identificagdo, confirmagéo e diagnostico de possivel
intoxicagao porinseticidas em eventos de mortalidade e perdas de producgéo.
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Este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento e a validagdo de um
método analitico multirresiduo com 26 inseticidas e produtos de degradacéo,
para identificagdo e quantificagéo de seus residuos em amostras de bicho-da-
seda. Para tal, utilizou-se o protocolo QUEChERS para extracéo e limpeza dos
extratos e cromatografia liquida de ultraperformance acoplada a
espectrometria de massas para identificagcao e quantificagdo dos compostos.
Os critérios para validagdo do método desenvolvido foram baseados no
documento “Orientagdo sobre validacdo de métodos analiticos DOQ-
CGCRE-008" do INMETRO (2020). O método desenvolvido e validado foi
incorporado na rotina de analises do Laboratério de Anédlises Ambientais da
Embrapa Agropecuaria Oeste (Dourados, MS).

Material e Métodos

Os inseticidas e produtos de degradacdo selecionados para o
desenvolvimento do método multirresiduo foram aqueles mais utilizados nas
culturas adjacentes as areas com sericicultura (soja, cana-de-agucar, milho e
outras) em Mato Grosso do Sul, Parana e Sado Paulo. As principais
propriedades fisico-quimicas desses inseticidas e produtos de degradagao
sdo mostradas na Tabela 1. Observa-se que existe uma ampla variabilidade
com relagéo a solubilidade em agua e polaridade (expressada pelo Log P ou
coeficiente de particdo de uma substancia entre uma fase organica e uma fase
aquosa) desses compostos, enquanto a maioria se enquadra como
compostos neutros ou nao ionizaveis (auséncia de valores de pKa ou
logaritmo da constante de dissociagdo de um acido).

As solucdes estoques dos 26 diferentes inseticidas e produtos de
degradacgéo foram preparadas, individualmente, por meio da pesagem de
10 mg de cada padréo analitico com posterior diluicdo em 10 mL de acetona
grau HPLC, com concentragéo final de 1 mg mL" (1.000 yg mL"). Os padrées
analiticos foram obtidos junto as empresas Sigma Aldrich®, ChemService®,
Dr. Ehrenstorfer GmbH® e Fluka®, todos com pureza acima de 95%. A partir
da solugéo estoque, uma solugéo de trabalho foi preparada para cada um dos
26 compostos, em metanol grau LC-MS, na concentragéo de 100 ug mL". Em
seguida, foi preparada uma outra solugcdo de trabalho, em metanol grau
LC-MS, contendo a mistura de todos os inseticidas e produtos de degradagao
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na concentracéo de 100 yg L. Todas as solugdes estoque e de trabalho foram
mantidas em freezer a -20 °C. A partir da solugéo de trabalho com todos os
inseticidas e produtos de degradacéao, foram preparadas as solugdes para as
curvas analiticas de calibragdo nas concentragées de 0,5 ug L™; 1 ug L™;
2ugL";5ugL’;10pugL";20ugL";50 ugL"' e 100 ug L.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos inseticidas e produtos de degradacéo do
método analitico multirresiduo.

Inseticida ou produto Peso molecular Solubilidade em agua

de degradagéo (g mol) (mg L") pKa" Log P”
Abamectina 866,6 0,020 - 4.4
Benzoato de emamectina 1.008,2 24 4,2 5,0
Bifentrina 4229 0,001 - 6,6
Carbofurano 221,3 322 - 1,8
Carbosulfano 380,5 0,11 - 7,4
Clorantraniliprole 483,2 0,88 10,9 29
Clorfuazurom 540,6 0,016 8,1 5,8
Clorpirifés 350,6 1,05 4,7
Clotianidina 249,7 340 1,1 0,9
Dimetoato 229,3 25.900 - 0,8
Etofenproxi 376,5 0,023 - 6,9
Fipronil 437 1 3,78 - 3,8
Fipronil dessulfenil 389,1 0,95 - -
Fipronil sulfeto 4211 0,54 - -
Fipronil sulfona 453,1 0,16 - -
Flubendiamida 682,4 0,029 - 41
Imidacloprido 255,6 610 - 0,6
Lufenurom 511,2 0,046 10,2 51
Metamidofos 1411 200.000 - -0,8
Metomil 162,2 55.000 - 0,1
Metoxifenozida 368,5 3,3 12,2 3,7
Novalurom 4927 0,003 - 4,3
Profenofés 373,6 28 - 1,7
Tebufenozida 353,5 0,83 - 4,3
Tiametoxam 291,7 4.100 - -0,13
Triflumurom 358,7 0,04 - 49

MpKa = constante de equilibrio de ionizagéo do acido.
@Log P = coeficiente de particdo entre n-octanol e agua.
Fonte: PPDB (2020).
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Os 26 inseticidas e produtos de degradacgéo foram analisados utilizando-se
um cromatografo liquido de ultra performance acoplado a um espectrometro
de massas (UHPLC-MS/MS), ambos da Waters® (modelo H-Class e Xevo-
TQD). O sistema operou em modo gradiente, com fase mével agua (A)
(acetato de amoénio 10 mM) e metanol (B) (acetato de aménio 10 mM), coluna
BEH C18 1,7 um x 2,1 x 100 mm (Waters®) com temperatura em 45 °C, fluxo
de 0,4 mL min™ e volume de amostra injetado de 10 L. O gradiente iniciou em
50% de A até 0,8 min. No intervalo de 0,8 min a 8,75 min, o gradiente foi
modificado gradativamente até atingir 99% de B, permanecendo assim até
14 min. Em seguida, o gradiente retornou para 50% de A até 17 min. Nessas
condigdes, o tempo total de analise foi de 17 minutos. As seguintes condigdes
do método de aquisi¢ao foram estabelecidas: capilar de 1 kV, extrator de 3V,
temperatura da fonte de 150 °C, temperatura de dessolvatagdo de 400 °C,
fluxo do gas de dessolvatagéo iguala1.000 Lh" e do coneiguala70Lh". Para
otimizac&o dos parametros do espectrédmetro de massas para os inseticidas e
produtos de degradacgéo foram feitas infusdes dos padrdes, individualmente,
com concentragéo de 1 ug mL". Para cada composto, dois ions de transigéo
foram monitorados (o mais intenso para a quantificagdo e o outro para a
confirmacgédo), utilizando-se as respectivas energias de colisdo (Tabela 2).
Utilizou-se o método de Monitoramento de Reagdes Multiplas (MRM) para o
monitoramento dos ions, sendo que a confirmagdo das moléculas dos
inseticidas e produtos de degradacédo foi feita obedecendo-se
simultaneamente aos trés critérios: 1) correspondéncia com o tempo de
retencdo do padrao analitico preparado na matriz (variagdo maxima permitida
de * 2,5%); 2) presenca do ion precursor ou molecular e dos dois ions
fragmentos (quantificagdo e confirmagéo); e 3) razdo entre os ions de
quantificagdo e de confirmagao na amostra ndo deve variar mais que 30% da
razdo desses ions observadas na inje¢do dos padrdes analiticos na matriz.
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Tabela 2. Par&@metros de aquisi¢gdo do espectrometro de massas para os inseticidas e
produtos de degradagéo do método multirresiduo.

Inseticida ou Modo TR fon Cone ions Fragmentos (m/z)

Molecular

roduto de : -
g ESI  (min) (m/z) (V) Quantificagio Confirmagao

degradacao

Abamectina + 848 8957 95 327,3(53)@  751,5 (45)@
Egﬁgi‘af": + 808 8863 50 82,3 (70) 158,2 (35)
Bifentrina + 895 4400 20 166 (50) 181 (15)
Carbofurano + 178 2223 25 123 (20) 165,2 (12)
Carbosulfano + 8,62 381,0 40 76 (34) 118 (22)
Clorantraniliprole + 3,38 484,0 30 286 (15) 453 (20)
Clorfuazurom + 804 5398 40 158 (20) 382,9 (20)
Clorpirifés + 728 3499 25 97 (30) 198 (20)
Clotianidina + 088 2502 20 132 (15) 169,1 (12)
Dimetoato + 097 2301 20 125 (20) 199 (10)
Etofenproxi + 874 3943 25 106,9 (40) 177 (15)
Fipronil - 534 4351 30 250 (25) 330 (15)
Fipronil dessulfenil - 513 3890 25 331 (27) 351 (15)
Fipronil sulfeto - 554 4190 30 262 (28) 383 (13)
Fipronil sulfona - 581 4510 30 282,1 (27) 415 (17)
Flubendiamida - 556 6810 35 254 (30) 274 (15)
Imidacloprido + 084 2560 20 175 (22) 209 (13)
Lufenurom - 727 5090 25 326 (18) 339 (10)
Metamidofés + 070 1420 30 93,9 (15) 124,9 (15)
Metomil + 077 1631 15 88 (10) 106 (10)
Metoxifenozida + 440 3691 20 149,1 (20) 313,2 (5)
Novalurom + 673 4930 35 141 (45) 158 (20)
Profenofés + 678 3729 30 127,9 (40) 302,6 (20)
Tebufenozida + 533 3531 20 133 (25) 297 (10)
Tiametoxam + 077 2922 20 181 (24) 211,1 (12)
Triflumurom + 599 3590 31 139,1 (35) 156,1 (16)

(1) =
© TR = tempo de retengao.
O valor entre paréntesis se refere a energia de coliséo (eV).

Amostras de larvas do bicho-da-seda foram coletadas em propriedades de
diferentes sericicultores nos municipios de Gléria de Dourados e Deodapolis,
MS, no dia 20 de fevereiro de 2021 (Figura 1). Apés a coleta, as amostras
devidamente identificadas e acondicionadas em sacos plasticos foram
imediatamente colocadas em caixa térmica com gelo, até transporte ao
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laboratério para congelamento a -20 °C. Com objetivo de preparar material
suficiente para o desenvolvimento do método analitico, 500 g de bicho-da-seda
foram liofilizados a -45 °C sob vacuo por um periodo de 48 horas. Em seguida,
todo esse material foi triturado utilizando um moinho analitico (Figura 2).

Fotos: Rémulo Penna Scorza Junior

Figura 1. Criacéo das larvas do bicho-da-seda nas propriedades dos sericicultores nos
municipios de Gléria de Dourados e Deodapolis, MS.

Fotos: Irzo Isaac Rosa Portilho

B h

Figura 2. Processo de liofilizagao das larvas do bicho-da-seda (A), amostras liofilizadas
(B) e apos trituragéo (C).
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O método analitico foi baseado no protocolo QUEChERS (acrénimo de
Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), desenvolvido por
Anastassiades et al. (2003), e consiste em uma etapa inicial de extragdo com
acetonitrila, seguida de particdo ap6s adigédo de sal e, por ultimo, uma etapa
de limpeza com extragéo em fase sélida dispersiva. No entanto, o protocolo
QUEChERS tem sofrido modificagdes ao longo do tempo, recebendo as
denominacgdes de original (Anastassiades et al., 2003), acetato (Lehotay et al.,
2005) e citrato (Anastassiades et al., 2007). Esse protocolo € comumente
utilizado para analise de residuos de agrotoxicos em alimentos e derivados
(Mufoz et al., 2017; Souza et al., 2021), sendo mais recentemente também
utilizado para matrizes ambientais (Dutra et al., 2020).

Uma viséo geral do método analitico desenvolvido para determinagéo dos
26 diferentes inseticidas e produtos de degradacdo no bicho-da-seda é
apresentada na Figura 3. Ap6s liofilizagao e trituragéo, 5 gramas do bicho-da-
seda s&o adicionados em um tubo de centrifuga cbnico de polipropileno de
50 mL (tipo Falcon), com posterior adicdo de 17 mL de acetonitrila grau HPLC
e 4 mL de 4gua ultrapura e agitacdo por 10 minutos a 2.000 rpm em um
agitador de tubos do tipo Multi Reax®. Em seguida, adiciona-se 6 g de MgSO,
e 1,5 g de NaCl com posterior agitacdo no Multi Reax® por 10 minutos a
2.000 rpm. Apds essa etapa de extracdo, os tubos com as amostras sao
centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos a 15 °C. Uma aliquota de 6 mL do
sobrenadante ¢ transferida para um tubo de polipropileno de 15 mL, onde
adiciona-se 300 mg da fase solida dispersiva PSA (amina primaria e
secundaria) e 300 mg de MgSO,, o qual é colocado em seguida para agitagéo
no Multi Reax® por 10 minutos a 2.000 rpm. Posteriormente, os tubos s&o
centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos a 15 °C e uma aliquota de 5 mL é
retirada e evaporada até total secura com gas nitrogénio. O extrato final é
retomado em 2 mL de metanol:agua (50:50 v/v), com posterior filtracao em
filtros de seringa de celulose regenerada de 0,22 ym antes da inje¢gao no
UHPLC-MS/MS.
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O método analitico foi validado com base nos parémetros e critérios
estabelecidos pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(Inmetro), com base na publicagdo DOQ-CGCRE-008 revisao 09 de 06/2020,
que trata de “Orientac&o sobre validagdo de métodos analiticos” (INMETRO,
2020). Os parametros de desempenho do método avaliado foram
seletividade, efeito matriz, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de
quantificagao (LQ), recuperacéo e precisdo. O efeito matriz foi estimado pela
comparagao das inclinagdes das curvas de calibracdo analiticas na matriz
bicho-da-seda (bmatriz) e nafase moével (bfase movel) para os 26 inseticidas e
produtos. Considerou-se um efeito significativo os valores de efeito matriz
maiores que 20% na supressao ou aumento da resposta. O efeito matriz (EM)
foi estimado pela equagédo (Vazquezetal., 2015):

EM (%) = (M-1)x1oo (1)

bfase movel

O LQ para cada composto foi estabelecido como a menor concentragédo
que pdde ser quantificada no bicho-da-seda com recuperagao (70% a 120%) e
a precisdo (menor que 20%) aceitaveis. J& o LD foi estabelecido como LQ/ 3,3
(INMETRO, 2020).

Para avaliagédo da recuperagéo e precisao do método, amostras do bicho-
da-seda liofilizadas foram contaminadas com as concentragées de 1,35ngg”;
2,70ngg”’ e 6,70ngg”’ dos 26 diferentes inseticidas e produtos de
degradagéo, utilizando-se uma solugéo em metanol grau HPLC com a mistura
de todos eles na concentracdo de 100 ug L™



16 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 89

Resultados e Discussao

O primeiro parametro avaliado durante o desenvolvimento do método foi a
seletividade, que indica se este é capaz de identificar e quantificar os 26
diferentes inseticidas e produtos de degradagcédo na presenca de outros
analitos e materiais interferentes presentes na matriz bicho-da-seda. Apos
comparagdo das respostas dos cromatogramas do “branco da amostra”
(apenas extratos do bicho-da-seda sem os compostos de interesse) com as
respostas obtidas para as menores concentragbes dos 26 inseticidas e
produtos de degradacao adicionados na matriz analisada, considerando os
respectivos tempos de retencdo dos compostos, observou-se auséncia de
picos interferentes com sinais menores que 30%. Assim, o método
desenvolvido foi considerado seletivo e especifico para identificar e quantificar
0s 26 inseticidas e produtos de degradacéo na presenca de outros analitos e
possiveis materiais interferentes no bicho-da-seda.

O efeito matriz, que corresponde a influéncia positiva ou negativa na
resposta de um analito de interesse devido a presenga de um ou mais
interferentes nas amostras e que foram coextraidos, foi avaliado por meio da
comparagao das curvas analiticas de calibracdo preparadas no gradiente
inicial da fase mével e na matriz bicho-da-seda (Equacgéo 1). Observou-se
efeito matriz na forma de supressao de resposta (efeito negativo) para os 26
inseticidas e produtos de degradacéo, com valores entre -8% e -88% (Figura
4). Dentre esses 26 compostos, apenas carbofurano, clorantraniliprole,
fipronil e metoxifenozida apresentaram valores de efeito matriz menores que
20% e que podem ser considerados nao significativos. Os maiores valores de
efeito matriz na forma de supressao da resposta (> 60%) foram observados
para os compostos benzoato de emamectina, bifentrina, carbosulfano,
clorfuazurom, clorpirifés, etofenproxi, lufenurom, metamidofés, novalurom e
tiametoxam. Diante da constatacdo do efeito matriz durante o
desenvolvimento do método, concluiu-se pela necessidade e obrigatoriedade
de construcéo das curvas de calibracdo analiticas sempre na presencga da
matriz, para a correta quantificagcao dos residuos dos 26 inseticidas e produtos
de degradacédo no bicho-da-seda. Importante salientar que a magnitude do
efeito matriz na supressdo ou aumento da resposta de agrotdxicos é
dependente da molécula e da matriz analisada e, até mesmo, do lote da
mesma matriz (Niessen et al., 2006).
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Figura 4. Valores de supressdo dos sinais devido ao efeito matriz para os diferentes
inseticidas e produtos de degradagao.

As curvas de calibragdo analiticas preparadas na matriz bicho-da-seda
com seus respectivos valores dos coeficientes de determinagdo (R’) séo
mostradas na Tabela 3 e Figura 5 (para alguns inseticidas). Todas as curvas
foram construidas com base no ion de quantificagdo para cada composto,
obtendo-se valores de R’ superiores a 0,99, com excegéo do novalurom, que
apresentou valor superior a 0,98. Esses valores de R’ confirmam a linearidade
satisfatéria do método, ou seja, as respostas do equipamento foram
linearmente proporcionais a faixa de concentragdo avaliada para cada
inseticida ou produto de degradacéao.
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Tabela 3. Parametros de desempenho para validagdo do método analitico
multirresiduo".

Inseticida ou produto LD LQ Faixa linear
de degradagdo (ng g (ng g (ng g

Abamectina 0,9919 0,41 1,35 1,35-135
Benzoato de emamectina 0,9976 0,41 1,35 1,35-135
Bifentrina 0,9950 0,41 {i#85 1,35-135
Carbofurano 0,9996 0,41 1,35 0,68-135
Carbosulfano 0,9993 0,41 1,35 0,68-135
Clorantraniliprole 0,9997 0,41 1,35 0,68-135
Clorfuazurom 0,9903 0,41 1,35 1,35-67,5
Clorpirifos 0,9945 0,82 2,70 2,70-135
Clotianidina 0,9977 0,41 1,35 1,35-135
Dimetoato 0,9998 0,41 1,35 0,68-135
Etofenproxi 0,9976 0,41 1,35 1,35-135
Fipronil 0,9989 0,41 1,35 0,68-135
Fipronil dessulfenil 0,9987 0,41 1,35 1,35-135
Fipronil sulfeto 0,9978 0,41 1,35 1,35-135
Fipronil sulfona 0,9991 0,41 1,35 0,68-67,5
Flubendiamida 0,9985 0,41 1,35 0,68-67,5
Imidacloprido 0,9988 0,41 1,35 0,68-135
Lufenurom 0,9942 0,41 1,35 1,35-135
Metamidofos 0,9967 0,41 1,35 0,68-135
Metomil 0,9995 0,41 1,35 0,68-135
Metoxifenozida 0,9965 0,41 1,35 0,68-135
Novalurom 0,9855 0,41 1,35 0,68—27
Profenofés 0,9995 0,41 1,35 0,68-135
Tebufenozida 0,9910 0,82 2,70 2,70-67,5
Tiametoxam 0,994 0,41 1,35 1,35-135
Triflumurom 0,9995 0,41 1,35 0,68-135

R? = coeficiente de determinacéo da curva analitica de calibragdo preparada na matriz; LD = limite de deteccéo;

LQ = limite de quantificag&o.
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Os limites de detecgdo (LD) e de quantificacdo (LQ) do método analitico
multirresiduo variaram de 0,41ng g’ a 0,82ng g’ e de 1,35 ng g'a2,70ng g,
respectivamente (Tabela 3). O LD corresponde a menor concentragdo do
analito de interesse (inseticida ou produto de degradacg&o) no bicho-da-seda
que pode ser detectada, mas ndo quantificada, nas condi¢cdes dos critérios
estabelecidos na validagdo do método (precisdo com CV menor que 20% e
recuperacéo entre 70% e 120%). Ja o LQ corresponde a menor concentragao
do analito de interesse no bicho-da-seda que pode ser quantitativamente
determinada com precisédo e exatidao aceitaveis e estabelecidas nos critérios
de validagao do método analitico multirresiduo. Assim, importante salientar que,
se apos analise de uma amostra esta apresentar valores entre LD e LQ, este
resultado deve ser reportado como <LQ, ou seja, o analito de interesse estava
presente, mas nao pdde ser quantificado com precisdo e recuperagéo
aceitaveis conforme critério na validagéo do método. Valores menores que LD
devem ser reportados como ND (ndo detectado) e maiores ou iguais ao LQ
devem ser reportados com os valores finais das concentra¢des obtidos pelo
método de analise. Diante da escassez de trabalhos na literatura sobre métodos
analiticos multirresiduo para determinagédo de residuos de inseticidas e
produtos de degradag&o em larvas do bicho-da-seda, optou-se por comparar os
valores de LQ do método desenvolvido com os valores de outras matrizes
biolégicas semelhantes como, por exemplo, outros insetos e que utilizaram o
protocolo QUEChERS. Atualmente, os insetos polinizadores (abelhas e outros)
tém sido bastante estudados com relagdo a sua exposi¢do aos inseticidas
utilizados nas diferentes culturas, em especial aos neonicotinoides. Silvina et al.
(2017) avaliaram residuos dos inseticidas acetamiprido, imidacloprido e
tiametoxam em abelhas utilizando um método com LQigual a 0,1 ng g". Amulen
et al. (2017) desenvolveram um método analitico multirresiduo para
quantificagéo de 36 diferentes agrotéxicos em abelhas, com LQ variando de
0,028 ngg'a 0,094 ng g". Ja Calatayud-Vernich et al. (2016) desenvolveram um
método multirresiduo para 52 diferentes agrotéxicos em abelhas, com LQ
variando de 0,03ngg” a 10 ng g". Barganska et al. (2014), também trabalhando
com abelhas, desenvolveram e validaram um método multirresiduo para 19
agrotoxicos com LQ variandode 3ng g’ a75ngg”. Com base nesses trabalhos,
observa-se que o método desenvolvido possui valores de LQ (1,35 ng g" a
2,70 ng g") intermediarios ou até mesmo inferiores, quando comparados aos
meétodos desenvolvidos para abelhas, o que o torna um método sensivel para
uso como uma ferramenta de monitoramento dos residuos de agrotédxicos.
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Nas Figuras 6, 7 e 8 sdo apresentados os valores de recuperacéo e
precisdo para os trés niveis de fortificagdo das amostras equivalentes as
concentracdes de 1,35 ng g'; 2,70 ng g" e 6,75 ng g'. Observa-se que 0s
valores de recuperagéo para a concentracéo de 1,35 ng g” (equivalente ao LQ
para todos os compostos, com exce¢do do clorpirifés e do tebufenozida)
variaram de 79% a 118%, com a precisao entre 1% a 18%. Para a
concentracdo de 2,70 ng g, os valores de recuperagdo variaram de 73% a
116%, com precis&o entre 1% e 19%, e para a concentragdo de 6,75 ng g os
valores de recuperagao variaram de 79% a 113%, com preciséo entre 2% e
16%. Assim, todos os valores de recuperacgéo ficaram no intervalo do critério
estabelecido para validagdo do método, ou seja, entre 70% e 120%, com os
valores de precisao inferiores a 20% (INMETRO, 2020).

A titulo de exemplo, nas Figuras 9, 10 e 11 sdo apresentados alguns
cromatogramas do inseticida tebufenozida, obtidos durante o experimento de
recuperagcdo. Observa-se auséncia de picos interferentes no tempo de
retengdo igual a 5,33 min, para ambos os ions de quantificagdo (m/z 133) e
confirmagdo (m/z 297), nas amostras “branco” do bicho-da-seda (Figura 9).
Os picos cromatograficos para o padrédo analitico na concentragdo de 2 ug L
na matriz bicho-da-seda, bem como no experimento de recuperagéo para a
concentragdo de 2,7 ng g' (LQ para tebufenozida), apresentaram boas
resolugdes (Figuras 10 e 11).

Assim, diante dos resultados satisfatorios para o desenvolvimento com
posterior validagcdo do método analitico, este foi incorporado na rotina do
Laboratério de Analises Ambientais da Embrapa Agropecuaria Oeste, com
objetivo de identificagdo e quantificagdo de 26 diferentes inseticidas e
produtos de degradagéo na matriz bicho-da-seda.
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Figura 6. Valores médios (n=5) de recuperacéo (%) e precisdo (%) dos inseticidas e
produtos de degradagdo na matriz bicho-da-seda para a concentracéo de 1,35ngg". As
linhas horizontais representam os critérios de aceitagao para recuperagéo (entre 70% e
120%) e para precisdo (menor que 20%).
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Figura 7. Valores médios (n=5) de recuperacéo (%) e precisdo (%) dos inseticidas e
produtos de degradagdo na matriz bicho-da-seda para a concentracéo de 2,70ngg”. As
linhas horizontais representam os critérios de aceitagao para recuperagéo (entre 70% e
120%) e para precisdo (menor que 20%).
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Figura 8. Valores médios (n=5) de recuperacéo (%) e precisdo (%) dos inseticidas e
produtos de degradagdo na matriz bicho-da-seda para a concentracéo de 6,75ngg”. As
linhas horizontais representam os critérios de aceitagao para recuperagéo (entre 70% e
120%) e para precisdo (menor que 20%).
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Figura 9. Cromatogramas dos ions de quantificagéo (A) e confirmagéo (B) do inseticida
tebufenozida nas amostras “branco” do bicho-da-seda.
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Figura 10. Cromatogramas dos ions de quantificagdo (A) e confirmagdo (B) do
inseticida tebufenozida correspondente ao padrdo analitico de 2 ug L (primeiro ponto
da curvade calibragédo) na matriz bicho-da-seda.
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Figura 11. Cromatogramas dos ions de quantificagdo (A) e confirmagdo (B) do
inseticida tebufenozida nas amostras fortificadas do bicho-da-seda com 2,7 ng g" (LQ)

durante o experimento de recuperacéo.
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Conclusoes

a) O método analitico multirresiduo desenvolvido e validado permite a
identificacao e quantificagdo dos residuos de 26 diferentes inseticidas e
produtos de degradacg&o na matriz bicho-da-seda.

b) O método desenvolvido pode ser utilizado como uma ferramenta em
trabalhos de monitoramento para avaliagdo da exposig¢éo e efeito de
inseticidas no bicho-da-seda.
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O método analitico descrito nesta publicagdo € uma importante ferramenta
para ser utilizada em laboratérios com o objetivo de monitorar a
exposicdo de organismos nado-alvo a agrotoxicos, atendendo inclusive,
ao Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) 02: Acabar com a fome,
alcancar a seguranga alimentar e melhoria da nutrigo e promover a
agricultura sustentavel’, por meio do alcance da Meta 4: “Até 2030,
garantir sistemas sustentaveis de produgdo de alimentos, por meio de
politicas de pesquisa, de assisténcia técnica e extensdo rural, entre
outras, visando implementar praticas agricolas resilientes que aumentem a
producdo e a produtividade e, ao mesmo tempo, ajudem a proteger,
recuperar e conservar oS servicos ecossistémicos, fortalecendo a
capacidade de adaptacdo as mudangcas do clima, as condigbes
meteorolégicas extremas, secas, inundagcdes e outros desastres,
melhorando progressivamente a qualidade da terra, do solo, da agua e do
ar" (ONU, 2018).
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