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Resumo — A apicultura € uma atividade essencial para a manutengéo da
biodiversidade e seguranga alimentar global. Porém, vem sendo afetada com
eventos de perdas de colmeias por contaminagdo com agrotoxicos, que sao
geralmente pulverizados em culturas vizinhas aos apiarios. Diante disso,
trabalhos de monitoramento sao importantes, os quais precisam de métodos
analiticos confiaveis. Este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento e a
validagcdo de um método analitico multirresiduo para identificagdo e
quantificagcao de 21 inseticidas e seus produtos de degradagcéo em abelhas.
Para extracao e limpeza dos extratos, utilizou-se o protocolo QUEChERS com
adaptacgdes, sendo a identificagdo e quantificagdo dos inseticidas e seus
produtos de degradacao feita por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas. Os critérios de desempenho e aceitacdo do
método foram seletividade, efeito de matriz, linearidade, limites de detecgéo e
quantificacdo, recuperacéo e precisdo. Observou-se efeito de matriz para
grande parte dos analitos, indicando a necessidade de curvas analiticas
baseadas na matriz (extratos de abelhas). Os valores de recuperagéo
variaram de 82 a 109%, com precisao inferior a 20%. Os valores dos limites de
quantificagdo (LQ) foram de 0,680 ng g’ para quase a totalidade dos
agrotoxicos e produtos de degradagéo, com excegao do clorpirifés, que foi de
1,36ngg”. Em sintese, o método desenvolvido pode ser utilizado como uma
ferramenta em trabalhos de monitoramento, para avaliacdo da exposicéo e
mortalidade de abelhas aos 21 inseticidas e produtos de degradagdo
considerados, incluindo os neonicotinoides e o fipronil.

Termos para indexagao: agrotéxicos, apicultura, QUEChERS, validagéo de
método, UHPLC-MS-MS, mortalidade de abelhas.

Multiresidue analytical method for determination of
insecticides and their degradation products in bees

Abstract — Beekeeping is an essential activity for maintaining biodiversity and
global food security. However, it has been affected by events involving the loss
of hives due contamination with pesticides, which are generally sprayed on
crops nearby apiaries. Therefore, monitoring work is important, which requires
reliable analytical methods. This work aimed to develop and validate a



multi-residue analytical method to identify and
quantify 21 insecticides and degradation products in
bees. For extraction and cleaning of the extracts, the
QUEChERS protocol with adaptations was used, with
the identification and quantification of insecticides and
their degradation products carried out by liquid
chromatography coupled to mass spectrometry.
The performance and acceptance criteria of the
method were selectivity, matrix effect, linearity, limits
of detection and quantification, recovery, and
precision. Amatrix effect was observed for most of the
analytes, indicating the need for matrix-matched
analytical curves (bee extracts). Recovery values
ranged from 82 to 109%, with precision below 20%.
The values of limit of quantificatication (LQ) were
0.680 ng g for almost all pesticides and degradation
products, except for chlorpyrifos where this value was
1.36 ng g". In summary, the developed method can be
used as a tool in monitoring work to evaluate the
exposure and mortality of bees to the 21 insecticides
and degradation products considered, including
neonicotinoids and fipronil.

Index terms: pesticides, beekeeping, QUEChERS,
method validation, UHPLC-MS-MS, bee mortality.

Introducao

A apicultura é uma importante pratica
socioecondémica no Brasil. Em 2022, estima-se que a
producdo de mel no Brasil foi de 61 mil toneladas,
correspondendo a um valor de producdo igual a
R$957 milhdes (IBGE, 2024). Desse montante de
producgédo, 61% sao destinados a exportagédo para os
Estados Unidos, Alemanha e Canada (ABEMEL,
2024). Os principais estados brasileiros produtores
de mel sdo Rio Grande do Sul, Parana, Piaui, Minas
Gerais, Bahia, Sao Paulo e Santa Catarina. Mato
Grosso do Sul ocupa a 142 posicdo, com uma
producdo igual a 719 mil toneladas (IBGE, 2024).
De maneira geral, a produgé&o de mel no Brasil tem
crescido ao longo dos anos, passando de 16 mil
toneladas em 1990 para 61 mil toneladas em 2022
(aumento de 281% em 34 anos). Com base no ultimo
censo agropecuario de 2017, estima-se que o Brasil
possuia em torno de 102 mil estabelecimentos com
apicultura (IBGE, 2017). Salienta-se que, além do
mel, outros produtos importantes com valor comercial
sdo obtidos da apicultura, como, por exemplo,
prépolis, geleiareal, pdlen e cera.

Além da importancia socioeconOmica, a
apicultura também presta um importante servigo
ambiental. Por meio da polinizacdo, as abelhas
ajudam na manutencéo da biodiversidade ao atuar na
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reproducgéo das plantas e, dessa forma, ajudam no
aumento sustentavel da produtividade agricola.
Estima-se que 60% das culturas no Brasil, para
produgado de alimentos, bioenergia e fibras,
dependem, em certo grau, de polinizadores, com as
abelhas representando 87% dessas espécies
polinizadoras (A.B.E.L.H.A., 2024). Algumas
culturas sao altamente dependentes da polinizagéo,
como, por exemplo, maracuja, maca, melio,
melancia, canola, caju, acerola, tomate, abdbora,
caja, girassol, goiaba, pepino e castanha-do-brasil.
Ja outras se beneficiam com aumento de produgéo
quando visitadas pelas abelhas, dentre as quais
soja, algodao, feijdo, café e laranja. Importante
salientar que alguns produtores tém utilizado a
polinizacdo assistida por meio de aluguel de
colmeias, com o objetivo de aumentar a polinizagéo
e garantir a producéo, como na cultura da maca, em
Santa Catarina, e do meldo, no Rio Grande do Norte
e Ceara (A.B.E.L.H.A,,2024).

Dentre as atividades que podem ser prejudiciais
as abelhas, caso ndo sejam observadas as boas
praticas agricolas, tém-se o uso de agrotoxicos.
Uma das principais rotas de exposi¢ao das abelhas
aos agrotdxicos € a deriva desses produtos durante a
pulverizacdo, que corresponde aos deslocamentos
das goticulas pelo vento para fora do alvo (area da
cultura a ser tratada). A deriva & especialmente
preocupante quando as pulverizagbes séo feitas em
areas préximas as colmeias, pois podem facilmente
atingi-las e causar intoxicagdo nas abelhas (Tudi et
al., 2021). Outra rota de exposi¢éo das abelhas aos
agrotoxicos ocorre durante sua visitagdo em areas
tratadas com esses produtos, principalmente quando
as culturas estao em estagio de floragéo.

Assim, considerando a importancia das abelhas
para manutencao da biodiversidade e produgao de
alimentos, bem como o cenario agricola atual de uso
de agrotoéxicos, é necessario que se tome medidas
para mitigar ou atenuar possiveis impactos
negativos dos agrotdxicos sobre elas. Para tal, é
importante que se faca estudos de monitoramento
confiaveis dos residuos de agrotoxicos, principal-
-mente os inseticidas, em eventos de perdas de
colénias. Castilhos et al. (2019) realizaram um
amplo monitoramento dos residuos de inseticidas
neonicotinoides e fipronil em areas rurais de sete
estados brasileiros (MT, MS, RS, SC, SP, MG e RN),
tendo observado as maiores frequéncias de fipronil
(55%) e tiametoxam (20%) nas abelhas vivas e
mortas.
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Uma das primeiras etapas em programas de
monitoramento de residuos de agrotoxicos é o
desenvolvimento de um método analitico confiavel,
robusto e relevante (inclua os agrotoxicos de
interesse). Um método bastante difundido na
preparacao de amostras para andlise de agrotoxicos
€ 0 QUEChERS (acrénimo de Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe), que foi idealizado e
desenvolvido por Anastassiades et al. (2003).
Inicialmente, este método era utilizado para a analise
de agrotoxicos em amostras de alimentos, mas, ao
longo dos anos, foi sendo adaptado para outras
matrizes, incluindo as ambientais (Kim et al., 2019;
Perestrelo et al., 2019; Scorza Junior & Portilho,
2021).

Este trabalho teve como objetivos o
desenvolvimento e a validagdo de um meétodo
analitico multirresiduo, incluindo 21 inseticidas e seus
produtos de degradacdo, para identificacdo e
quantificagdo de seus residuos em amostras de
abelhas.

Material e métodos

Sele¢ao dos agrotoxicos e preparo das solugées

Os inseticidas e seus produtos de degradacao
considerados no método foram selecionados com
base naqueles mais utilizados nas principais culturas
do estado de Mato Grosso do Sul (soja, milho e
cana-de-agucar). Considerou-se, também, a
obrigatoriedade de incluir alguns inseticidas da classe
dos neonicotinoides, bem como o fipronil e seus
produtos de degradacédo, diante das inumeras
evidéncias de maior efeito deletério desses as
abelhas (Blacquiére et al., 2012; Gonalons; Farina,
2015; Wright et al., 2015). Na Tabela 1 € apresentada
a caracterizagéao fisico-quimica de cada inseticida e
produto de degradac&o considerado no método.
Observa-se uma variabilidade de solubilidade em
agua e polaridade entre os 21 compostos, sendo a
maioria neutra ou nao ionizavel (auséncia de valores
de pKa).

Os padroées analiticos de cada inseticida e seus
produtos de degradagéo foram obtidos das empresas
Sigma Aldrich®, ChemService®, Dr. Ehrenstorfer
GmbH® e Fluka®. Para cada solugdo estoque,
pesou-se 10mg do padrao analitico, que foi
dissolvido em 10mL de acetona grau HPLC
(concentracdo de 1 mg mL™). A solugéo de trabalho,
na concentragdo de 100 ug mL" em metanol grau
HPLC, foi preparada a partir da solugao estoque, com
evaporacao total da acetona da aliquota utilizada.
A partir das solugbes de trabalho individuais,
preparou-se uma solugdo “mix” de trabalho (contendo
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todos os inseticidas e seus produtos de degradacéo)
em metanol grau LC-MS na concentragdo de
100 ugL”. As solugdes com as concentragdes
correspondentes aos pontos da curva analitica de
calibragéo (0,500; 1; 2; 5; 10; 20, 50 e 100 ug L")
foram preparadas a partir da solugédo “mix” de
trabalho.

Instrumentagao e condigées cromatograficas

Paraidentificagéo e quantificagdo dos inseticidas
e seus produtos de degradacado utilizou-se um
cromatografo liquido de ultra performance (modelo
H-Class) acoplado a um espectrdmetro de massas
triplo quadrupolo (modelo Xevo-TQD), ambos da
marca Waters®, bem como a coluna cromatografica
BEH C18 1,7 um x 2,1 x 100 mm. O sistema operou
em modo gradiente com fase mével composta por:
(A) agua com acetato de aménio 10 mmol L e
(B) metanol com acetato de aménio 10 mmol L.
Utilizou-se 10 L de amostra para a injegcédo e
estabeleceu-se a temperatura da coluna em 45°C
com fluxo de 0,4mLmin". A injecdo da amostra
iniciou com 50% de A e assim permaneceu até o
tempo 0,8 min. Posteriormente, a proporcéo das
solugbes foi sendo alterada gradativamente até o
tempo 8,75 min, onde B atingiu 99% da constituicio
da fase movel, continuando assim até o tempo
de 14 min, com tempo total da analise de 17 min.

As condi¢bes de otimizagdo do espectrdmetro
de massas foram: capilar de 1 kV, extrator de 3V,
temperatura da fonte de 150°C, temperatura de
dessolvatacdo de 400°C, fluxo do gas de
dessolvatagéo igual a 1.000 L h" e do cone igual a
70Lh". Os parametros de detecgdo foram
otimizados fazendo-se infusdes individuais dos
compostos em concentracdes de 1,00 ugmL™.
Foram monitorados dois ions de transigcéo, sendo o
mais intenso para quantificagdo e o segundo mais
intenso para confirmacgao.

Na Tabela 2 sdo apresentados os parametros
de aquisicdo dos diferentes inseticidas e seus
produtos de degradacédo. O método adotado para o
monitoramento das amostras foi o Monitoramento
de Reagdes Mdltiplas (MRM). Para confirmacgao das
moléculas foram adotados os seguintes critérios:
tempo de retencdo (variagdo maxima de = 2,5%);
presenga dos ions precursor ou molecular, de
quantificacdo e de confirmacédo; a razdo entre os
ions de quantificagdo e confirmacgao nao ultrapasse
30%.
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Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos inseticidas e produtos de degradacédo considerados no método analitico
multirresiduo.

Inseticida ou Peso molecular Solubilidade em agua

produto de degradagéo (g mol*") (mg L) B SoaE
Acefato 183,20 600 8,4 -0,90
Carbofurano 221,30 322 _ 1,80
Carbosulfano 380,50 0,110 - 7,40
Clorantraniliprole 483,20 0,880 10,9 2,90
Clorpirifés 350,60 1,05 - 4,70
Clotianidina 249,70 340 11,10 0,90
Dimetoato 229,30 25.900 - 0,80
Fipronil 437,10 3,78 — 3,80
Fipronil dessulfenil 389,10 0,950 -

Fipronil sulfeto 421,10 0,540 -

Fipronil sulfona 453,10 0,160 -

Flubendiamida 682,40 0,0290 - 4,10
Imidacloprido 255,60 610 — 0,60
Metamidofés 141,10 200.000 - -0,80
Metomil 162,20 55.000 - 0,10
Metoxifenozida 368,50 3,30 12,20 3,70
Novalurom 492,70 0,00300 — 4,30
Profenofés 373,60 28,0 — 1,70
Tebufenozida 353,50 0,830 - 4,30
Tiametoxam 291,70 4.100 - -0,10
Triflumurom 358,70 0,0400 — 4,90

pKa = constante de equilibrio de ionizagao do acido; Log P = coeficiente de particdo entre n-octanol e agua.
Trés-pontos (...): informagao nao disponivel.
Trago (-): informag&o néo aplicavel.

Fonte: Lewis et al. (2016).
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Tabela 2. Parametros de aquisigdo do espectrometro de massas para os inseticidas e produtos de degradagédo do método

multirresiduo.

Inseticida ou

produto de degradagao

Acefato
Carbofurano

Carbosulfano

Clorantraniliprole

Clorpirifés
Clotianidina
Dimetoato

Fipronil

Fipronil dessulfenil

Fipronil sulfeto
Fipronil sulfona
Flubendiamida
Imidacloprido
Metamidofés
Metomil
Metoxifenozida
Novalurom
Profenofés
Tebufenozida
Tiametoxam

Triflumurom

ESI = ionizagao por eletrospray; TR = tempo de retencéo.
MO valor entre paréntesis se refere a energia de colisao (eV).

Modo
ESI

+

+

+

TR
(min)

0,93
5,69
7,28
6,86
9,07
3,15
3,63
7,91
7,79
8,01
8,16
8,00
3,17
0,87
1,79
7,41
8,63
8,79
7,93
1,96

8,28

ion molecular

(m/z)
184,1
222,3
381,0
484,0
349,9
250,2
230,1
435,1
389,0
419,0
451,0
681,0
256,1
142,0
163,1
369,1
493,0
372,9
353,1
292,0

359,0

Cone

(V)
17
25
40
30
25
24
20
30
25
30
30
35
34
28
15
20
35
30
20
28

31

ions fragmentos (m/z)

Quantificagao
143 (8)

1.652 (12)
118 (22)
453 (20)
97 (30)
196 (12)
199 (10)
330 (15)
351 (15)
262 (28)
415 (17)
254 (30)

209,1 (15)
93,9 (13)
88 (10)

149,1 (20)
158 (20)

302,6 (20)
133 (25)

211,2 (12)

156,1 (16)

Confirmagao
125,1 (18)™

123 (20)
76 (34)
286 (15)
198 (20)
132 (18)
125 (20)
250 (25)
331 (27)
383 (13)
282 (27)
274 (15)
175,1 (20)
124,9 (13)
106 (10)
313,22 (5)
141 (45)
127,9 (40)
297 (10)
132 (22)

139,1 (35)
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Preparo das amostras e método de extragao

As amostras de abelhas utilizadas para o
desenvolvimento e a validagdo do método analitico
foram fornecidas por apicultores na regidao de
Dourados, MS. As amostras de abelhas foram
mantidas sob refrigeragéo a -20 °C, no Laboratério de
Analises Ambientais da Embrapa Agropecuaria
Oeste, ap6s identificagdo. Posteriormente, as
abelhas foram liofilizadas a -45°C durante um
periodo de 48 horas e trituradas em moinho analitico,
sendo novamente armazenadas a -20°C até o
momento da analise (Figura 1).

O método desenvolvido e validado foi baseado no
protocolo QUEChERS (Anastassiades et al., 2003;
2007) com algumas modificagdes. A Figura?2
apresenta um fluxograma detalhado do método.
Para a extragdo dos compostos, utilizou-se 5g da
amostra triturada em um tubo de centrifuga
(tipo Falcon) de 50 mL, onde foram adicionados 17 mL
de acetonitrila (grau HPLC) e 4 mL de agua ultrapura.
Posteriormente, os tubos foram deixados em

Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento 96

banho-maria a 60 °C por 5 minutos e, em seguida,
para agitacdo a 2.000rpm por 10 minutos.
Posteriormente, adicionou-se 1,50 g de NaCl e
6 g de MgSO, e, novamente, levados para agitagéo
a2.000 rpm por 10 minutos. Na sequéncia, os tubos
foram centrifugados a 10.000 rpm a 22°C por
10 minutos. A limpeza do extrato (6,5 mL do
sobrenadante) foi feita adicionando-se 300 mg de
PSA, 300 mg de C18 e 400 mg de MgSO, em um
tubo tipo Falcon de 15 mL. Apos a limpeza, os tubos
foram levados para agitagdo a 2.000 rpm por
10 minutos e centrifugagéo a 10.000 rpm a 22 °C por
10 minutos. Apds a centrifugacéo, retirou-se 5 mL do
sobrenadante, que foi levado para evaporacao
utilizando nitrogénio. O extrato totalmente seco foi
retomado em 1mL de MeOH:H,O (50:50 v/v)
10mmol L' de acetato de aménio. Em seguida,
procedeu-se com a filtragdo utilizando filtro para
seringa de celulose regenerada 0,22 ym e injecéo
no sistema UHPLC-MS/MS.

Figura 1. Amostras de abelhas preparadas para liofilizagdo (A), abelhas liofilizadas (B), amostras de abelhas apos a
trituragéo (C) e amostras de abelhas prontas para o armazenamento e posterior extragao (D).
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Parametros de validagao do método

Para validagdo do método foram avaliados os
seguintes paradmetros: seletividade, efeito de matriz,
linearidade, limites de deteccdo e quantificagéo,
recuperacao e precisdo. Os critérios de aceitagdo dos
parametros foram baseados conforme o documento
“Orientacao sobre validagao de métodos analiticos
DOQ-CGCRE-008 do Inmetro — Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO,
2020).

A seletividade de um método corresponde a sua
capacidade de distinguir e quantificar os analitos
quando estdo em meio a possiveis interferentes da
matriz a ser analisada. Deve ser o primeiro parametro
a ser avaliado na validagdo de um método analitico
porque pode comprometer o desempenho dos outros
parémetros. Para avaliar a seletividade do método
aos 21 inseticidas e produtos de degradacéao,
comparou-se os cromatogramas de uma amostra
“branco” (amostra nao fortificada) com uma amostra
preparada com as menores concentragdes da
solugéo “mix” de trabalho. Como critério de aceitagao
da seletividade, os cromatogramas da amostra
“branco” ndo poderiam apresentar picos interferentes
com areas maiores que 30% em relagdo a amostra
fortificada, nos respectivos tempos de retengéo dos
analitos.

Ainfluéncia que a matriz do extrato de abelha tem
sobre o sinal analitico dos 21 inseticidas e produtos
de degradacédo deve ser avaliada na validagao do
método. Essa possivel influéncia é denominada de
efeito de matriz e ocorre porque alguns compostos
presentes na matriz podem aumentar ou diminuir a
ionizagdo dos analitos na fonte de ionizagdo do
espectrometro de massas e, por consequéncia,
aumentar ou diminuir o sinal analitico (Saibt, 2022).
Quando existe efeito de matriz, faz-se necessaria a
construcéo da curva de calibragao na presenca dessa
matriz. A estimativa do efeito de matriz (EM) é
calculada utilizando as inclinagbes das curvas de
calibragdo na matriz e na fase movel de cada
composto (Vazquez et al., 2015), por meio da
seguinte equacéo:

b .
matriz
e 11 x 100
EM % = ( bfase movel )

emque
b,.... inclinagdo da curva analitica preparada na

matriz.
. inclinagdo da curva analitica preparada na

b fase movel*

fase movel.
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Alinearidade é outro importante parametro a ser
avaliado na validagdo de métodos, pois assegura
que os resultados obtidos sejam proporcionais as
concentracdes dos analitos nas amostras em uma
determinada faixa linear de trabalho (INMETRO,
2020). Alinearidade do método é calculada por meio
do coeficiente de determinagdo (R®) das curvas
analiticas de calibragdo, estabelecendo-se como
aceitaveis valores superiores a 0,98.

A recuperagcdo de um método mede sua
eficiéncia de extragdo dos compostos de interesse
(nesse caso os agrotoxicos e produtos de
degradagéo) e a precisao mede a repetibilidade dos
resultados obtidos (INMETRO, 2020). Para avaliar a
recuperacdo do método em questao, as amostras
de abelhas trituradas foram fortificadas com trés
concentracdes (0,68; 1,36 e 3,40ngg™") dos
diferentes inseticidas e produtos de degradacéo,
considerando cinco repeticbes para cada
concentragao avaliada. As amostras de cada
repeticdo foram injetadas em duplicata. Foram
considerados aceitaveis valores de recuperacao
entre 70 a 120% e preciséo inferior a 20%, para cada
agrotéxico ou produto de degradagéo.

O LQ do método foi estabelecido como sendo a
menor concentragdo na curva analitica, que
atendeu os parametros de recuperacgéo entre 70 e
120% e precisao menor que 20% (INMETRO, 2020).
O Limite de detecgdo (LD) do método foi
consideradoigual ao LQ.

Resultados e discussao

O método foi considerado seletivo para os 21
compostos em estudo, uma vez que o branco néo
apresentou picos interferentes com areas maiores
que 30% em relacdo a amostra fortificada, nos
respectivos tempos de retengéo dos analitos. Atitulo
de exemplo, na Figura 3 apresenta-se o
cromatograma do experimento de seletividade para
o inseticida novalurom. Verifica-se a auséncia de
picos interferentes em seu tempo de retencgéo
(8,63 min) para ambos os ions de quantificacdo
(m/z 158) e confirmagédo (m/z 141), na amostra
“branco” da matriz abelha. Também séao
apresentados o cromatograma da curva de
calibragéo analitica na concentragdo de 1,00 ug L™
na matriz abelha e o cromatograma do experimento
de recuperagdo na concentragdo de 1,00 pg L’
(correspondentea 0,68ngg”).
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Figura 3. 1) Cromatograma do inseticida novalurom (TR = 8,63min) na amostra “branco” na matriz abelha.
2) Cromatograma do inseticida novalurom na concentracdo de 1 ug L™ utilizada na construgdo da curva analitica de
calibragdo na matriz abelha. 3) Cromatograma do experimento de recuperacéo do inseticida novalurom na concentragdo

de 1 pgL"ou0,68ngg’, correspondente ao limite de quantificagdo deste composto. A) ions de quantificagéo; B) ions de
confirmagéo.
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Os valores do efeito de matriz (%) para cada
inseticida e produto de degradacao sao apresentados
na Figura 4. Observa-se que os valores do efeito de
matriz que extrapolam os limites de + 20% ocorreram
para sete analitos (acefato, carbofurano, clotianidina,
dimetoato, metamidofés, metomil e clorpirifés) dos 21
compostos analisados. Dentre esses, observa-se
supressdo de sinal (efeito de matriz negativo) para
seis desses compostos, ao passo que para o
clorpirifés houve aumento de sinal (efeito de matriz
positivo). O efeito de matriz também é percebido na
Figura 5, em que as inclinagdes das curvas analiticas
na matriz e fase moével sdo mais discrepantes para os
compostos que apresentam os maiores valores de
efeito de matriz (por exemplo, o metamidofos e o
clorpirifés). Ja para os compostos que apresentam
baixo efeito de matriz, as curvas de calibragdo séo
préximas, ocasionando uma pequena diferenga nas
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inclinagbes (por exemplo, fipronil e flubendiamida).
Diante disso, concluiu-se pela obrigatoriedade de
construgdo da curva de calibracdo na matriz abelha
e ndo na fase movel. Dessa forma, tem-se uma
correta quantificacdo dos agrotéxicos e produtos de
degradagdo no método em questdo. Importante
salientar que o efeito de matriz € dependente da
molécula e da matriz analisada (Niessen et al.,
20086).

Os valores dos coeficientes de determinagéo
(R? das curvas de calibragdo e a faixa linear de
trabalho de cada composto s&do mostrados na
Tabela 3. Para a maioria dos compostos, os valores
de R? foram superiores a 0,99, com excecdo da
flubendramida, que apresentou valor proximo de
0,98. Dessa forma, considera-se que as curvas de
calibragao apresentaram linearidade satisfatoria.

Acefato
Carbofurano -
Carbosulfano -

Clorantraniliprole —
Clorpirifés
Clotianidina
Dimetoato —
Fipronil —

Fipronil dessulfenil

Fipronil sulfeto -
Fipronil sulfona —
Flubediamida -
Imidacloprido -
Metamidofos
Metomil
Metoxifenozida -
Novalurom -
Profenofos
Tebufenozida -
Tiametoxam -
Triflumurom -

Inseticidas

Figura 4. Efeitos de matriz dos 21 inseticidas e produtos de degradacgdo na matriz de abelha. As linhas tracejadas na cor
vermelhaindicam os limites aceitaveis (£ 20%) do efeito de matriz.
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Tabela 3. Parametros de desempenho para validagdo do método analitico multirresiduo.

Inseticida ou ) R2 LD LQ Faixa linear
produto de degradagio (ngg™) (ngg) (ngg™)
Acefato 0,9984 0,68 0,68 0,68-3,40
Carbofurano 0,9994 0,68 0,68 0,68-3,40
Carbosulfano 0,9993 0,68 0,68 0,68-3,40
Clorantraniliprole 0,9995 0,68 0,68 0,68-3,40
Clorpirifés 0,9993 1,36 1,36 1,36-3,40
Clotianidina 0,9992 0,68 0,68 0,68-3,40
Dimetoato 0,9995 0,68 0,68 0,68-3,40
Fipronil 0,9978 0,68 0,68 0,68-3,40
Fipronil dessulfenil 0,9987 0,68 0,68 0,68-3,40
Fipronil sulfeto 0,9950 0,68 0,68 0,68-3,40
Fipronil sulfona 0,9989 0,68 0,68 0,68-3,40
Flubendiamida 0,9871 0,68 0,68 0,68-3,40
Imidacloprido 0,9992 0,68 0,68 0,68-3,40
Metamidofés 0,9995 0,68 0,68 0,68-3,40
Metomil 0,9996 0,68 0,68 0,68-3,40
Metoxifenozida 0,9988 0,68 0,68 0,68-3,40
Novalurom 0,9986 0,68 0,68 0,68-3,40
Profenofos 0,9998 0,68 0,68 0,68-3,40
Tebufenozida 0,9982 0,68 0,68 0,68-3,40
Tiametoxam 0,9992 0,68 0,68 0,68-3,40
Triflumurom 0,9994 0,68 0,68 0,68-3,40

R’ = coeficiente de determinag&o da curva analitica de calibragéo preparada na matriz; LD = limite de detecg&o; LQ = limite de quantificag&o.



Método analitico multirresiduo para determinagéo de inseticidas e seus produtos de degradagdo em abelhas |[...]

Os valores da recuperacgéo e precisdo do método
para os 21 inseticidas e produtos de degradacéo na
matriz abelha s&o mostrados nas Figuras 6, 7 e 8.
Observa-se que os valores de recuperagéo variaram
de 82 a 108% para concentragédo de 0,68 ng g™, de 77
a 104% para a concentragéo de 1,36 ng g"' e de 84 a
109% para a concentragdo de 3,40 ng g'. Ja os
valores de precisdo variaram de 2 a 17% para a
concentragdo de 0,68 ng g', de 3 a 17% para a
concentracdo de 1,36 ng g"' e de 2 a 16% para a
concentracdo de 3,40 ng g'. Portanto, o método
apresentou valores satisfatorios para esses dois
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parametros (70 a 120% para recuperacgéo e
preciséo inferiora 20%).

O LQ do método foi igual a 0,68 ng g” de abelha
para quase a totalidade dos inseticidas e produtos
de degradacgéo, com excecéo do clorpirifés, em que
o LQfoiigual a 1,36 ng g" (Tabela 3). Os valores do
LD do método foram iguais aos valores de LQ, ja que
representam a menor concentragdo da curva
analitica em que a recuperagao ficou entre 70 e
120% e a preciséo inferior a 20%.
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Figura 6. Valores de recuperacgdo (%) e precisdo (%) dos 21 inseticidas e produtos de degradacdo em abelhas na
concentracéo de 0,68 ng g. Linhas tracejadas na cor preta delimitam o intervalo de recuperacéo aceitavel e a linha

tracejada azul delimita o limite maximo aceitavel da preciséo.
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Figura 7. Valores de recuperagdo (%) e precisdo (%) dos 21 inseticidas e produtos de degradagdo em abelhas na
concentracéo de 1,36 ng g”. Linhas tracejadas na cor preta delimitam o intervalo de recuperacéo aceitavel e a linha
tracejada azul delimita o limite maximo aceitavel da preciséo.
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Figura 8. Valores de recuperagdo (%) e precisdo (%) dos 21 inseticidas e produtos de degradagcdo em abelhas na
concentragédo de 3,40 ng g”. Linhas tracejadas na cor preta delimitam o intervalo de recuperagéo aceitavel e a linha

tracejada azul delimita o limite maximo aceitavel da preciséo.

Metodologias analiticas para a determinacéo de
residuos de agrotoxicos em abelhas tém sido
relatadas na literatura considerando diferentes
métodos de extragdo, agrotoxicos e valores de LQ.
Saibt (2022) desenvolveu um método QUEChERS
para a detecgdo de 176 diferentes agrotoxicos
utilizando 1g de abelha e extragdo com acetonitrila
contendo 1,00% (v/v) de acido férmico, resultando em
LQ entre 5 e 100ngg”. Gbylik-Sikorska et al. (2015)
desenvolveram um método analitico para
determinacdo dos residuos de inseticidas
neonicotinoides e seus produtos de degradagé&o em
abelhas utilizando 2g de amostra congelada e
extracdo com a mistura acetonitrila:acetato de etila
(8:2 vlv), seguida da purificagdo dos extratos

utilizando alumina como fase soélida. Apds a
validagdo do método, Gbylik-Sikorska et al. (2015)
relataram valores de LQ entre 0,10 e 0,50 ng g"' e
classificaram o método como rapido e sensivel.
Barganska et al. (2014) desenvolveram e validaram
um método QUEChERS para determinacao de 19
agrotoxicos (herbicidas, fungicidas e inseticidas) em
abelhas, obtendo ao final LQ entre 3 ng g' para
maioria dos compostos (com excegao do herbicida
alacloronde o LQfoide 75 ng g”). Calatayud-Vernich
et al. (2016) avaliaram a eficiéncia de métodos
analiticos baseados em QUEChERS e outros tipos
(SPE e parti¢éo liquido-liquido) para determinagéo
de 52 diferentes agrotéxicos em abelhas e
concluiram que aqueles baseados em QUEChERS
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foram os mais econdmicos e demandaram menor
tempo, resultando em LQ entre 0,03 e 10ngg™.
Amulen et al. (2017) desenvolveram um método
multirresiduo bastante sensivel para determinacao de
18 diferentes agrotoxicos em abelhas utilizando
QUEChERS com LQ entre 0,0280 e 0,0940ngg”.
Wiest et al. (2011) se basearam na modificagdo do
protocolo QUEChERS para desenvolver e validar um
método analitico multirresiduo para determinacao de
80 diferentes agrotdxicos e produtos veterinarios em
abelhas, obtendo ao final um LQ igual a 10ngg”.
Comparando-se o0 método desenvolvido e validado
neste trabalho com os relatos acima, observa-se que
os LQ obtidos de 0,68 e 1,36 ngg” séo ligeiramente
inferiores ou estéo dentro dos intervalos da maioria
dos métodos desenvolvidos para monitoramento dos
residuos de agrotoxicos em abelhas. Portanto, o
método desenvolvido neste trabalho é uma
ferramenta sensivel e pode ser usado para o
monitoramento de inseticidas e produtos de
degradacgdo em abelhas no Brasil.

Os LQ do método desenvolvido (0,68 e
1,36ngg’) sdo menores que os valores da Dose
Média Letal por contato para abelhas (DL,,) para
alguns inseticidas neonicotinoides, como, por
exemplo, clotianidina (DL,, = 632 ng g" de abelha),
imidacloprido (DL,, = 115 ng g"), tiametoxam (DL, =
600 ng g") e fipronil (DL, = 85 ng g"), considerando
nesse calculo o peso médio de uma abelha igual
70 mg (IBAMA, 2019). Diante disso, a sensibilidade
do método desenvolvido garante sua viabilidade e
empregabilidade no monitoramento de eventos de
mortalidade em abelhas causados por contaminagéo
porinseticidas.

Conclusoes

1) O meétodo analitico multirresiduo desenvolvido e
validado permite a detecgéo, identificacdo e
quantificacdo de 21 inseticidas e seus produtos
de degradacao na matriz abelha.

2) O método desenvolvido pode ser utilizado como
uma ferramenta em trabalhos de monitoramento
para avaliacdo da exposi¢cdo e mortalidade de
abelhas aos inseticidas, incluindo os
neonicotinoides e o fipronil.

3) O método analitico descrito nesta publicacao, e
que trata da determinac&o de residuos de
inseticidas em abelhas, € uma importante
ferramenta para ser utilizada em laboratérios,
com o objetivo de subsidiar estudos para
monitoramento e preservacado desses
importantes insetos polinizadores. Assim,
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contribui para o Objetivo de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) 15: “proteger, restaurar e
promover o uso sustentavel dos ecossistemas
terrestres, gerir de forma sustentavel as
florestas, combater a desertificagdo, travar e
reverter a degradagéo dos solos e travar a perda
dabiodiversidade”, por meio do alcance da meta
15.5: “tomar medidas urgentes e significativas
para reduzir a degradacéo de habitat naturais,
deter a perda de biodiversidade e, até 2020,
proteger e evitar a extincdo de espécies
ameacadas” (ONU, 2019).
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