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RESUMO

O uso intenso de fipronil ao longo de todo Brasil e em especial em regides proximas as areas
de desova de tartarugas de agua doce pode representar uma ameaga consideravel a reproducdo desses
organismos. Cascas de ovos de tartaruga podem ser usadas como biomarcadores para indicar a
contaminagao de espécies nativas que vivem proximas a areas de cultivo. Assim, o desenvolvimento
de um método para determinar fipronil em cascas de ovos € premente e constitui o principal objetivo
do presente estudo. O método proposto foi baseado na extracao sélido-liquido com parti¢ao a baixa
temperatura por ser um método simples e de pouca interferéncia do analista. As condigdes de extragao
deste método foram otimizadas usando um planejamento estatistico baseado na matriz Doehlert. A
massa da casca do ovo, o volume de extracdo do solvente e o tempo de congelamento foram os
parametros otimizados do método pela ferramenta estatistica, gerando recuperagdes de fipronil
proximas a 100 % sem a necessidade de uma etapa de limpeza. Os volumes de solvente e massas de
amostras otimizados sdo relativamente menores que os métodos de extracao solido liquido com
particdo em baixa temperatura ja desenvolvidos. O método proposto foi preciso e robusto, mantendo
desvios padrao relativos abaixo de 7,5 % durante todo o estudo de otimizagdo e validagdao. Além
disso, o método otimizado foi linear, robusto, preciso e exato na faixa de concentragdo de fipronil de
5,0-500,0 pg L!. O limite de quantificacdo para fipronil foi de 5,0 pg mL™!, cerca de 2,5 vezes menor
que o limite maximo residual para fipronil em ovos. Assim, 0 método SLE-LTP realizado em etapa
unica apresentou um forte potencial para ser empregado no monitoramento de residuos de fipronil

em cascas de ovos de tartarugas de agua doce.

Palavras-chave: Cascas de ovos, CLAE-DAD, fipronil, otimizagao, validagdo.



ABSTRACT

The intense use of fipronil throughout Brazil and especially in regions close to the spawning
areas of freshwater turtles may pose a considerable threat to the reproduction of these organisms.
Turtle eggshells can be used as biomarkers to indicate the contamination of native species around
cultivation areas. So, the development of a method to determine fipronil residues in eggshells is the
main objective of this study. The proposed method was based on solid-liquid extraction with low-
temperature partitioning, as it is a simple method with little interference from the analyst. The
extraction conditions of this method are optimized using a statistical design based on the Doehlert
Matrix. Eggshell sample mass, solvent volume, and freezing time were the parameters optimized for
the method by the statistical tool, generating fipronil recoveries close to 100% without the need for a
clean-up step. Optimized solvent volumes and sample masses were relatively smaller than previously
developed low-temperature partitioned solid-liquid extraction methods. The proposed method was
precise and robust, keeping relative standard deviations smaller than 7.5 % in the optimization and
validation studies. Furthermore, the optimized method was linear in the fipronil concentration range
of 5.0-500.0 pg L', The limit of quantification for fipronil was 5.0 pg mL™!. This value is about 2
times lower than the maximum residual limit for fipronil in eggs. The SLE-LTP method was
performed in a single step and presented a potential to be used for the evaluation of fipronil residues

in freshwater turtle eggshells.

Keywords: Eggshells, HPLC-DAD, fipronil, optimization, validation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Agrotoxicos

Os agrotoxicos sao muito usados para prevenir, combater € controlar pragas, podendo ser
aplicados em florestas, ambientes aquaticos, urbanos, industriais e, principalmente, na agricultura e
pecuaria. Considerando sua finalidade, os agrotoxicos podem ser classificados como: inseticidas,
fungicidas, herbicidas, fumigantes, raticidas, moluscocidas, acaricidas e nematocidas (SILVA; FAY,
2004).

No periodo de 2000 a 2010, o mercado brasileiro de agrotoxicos cresceu 190 %, sendo mais
que o dobro do mercado mundial (que cresceu cerca de 93 %), lembrando que o modelo de agricultura
tropical desenvolvido atualmente no pais estd cada vez mais dependente do controle quimico
realizado com os agrotoxicos (ROSSI, 2015). Segundo o boletim anual de 2020 do Ministério da
Agricultura, foi aprovado o registro no Brasil de 493 agrotdxicos somente no ano de 2020, que
anteriormente ndo eram certificados, sendo esse o maior volume j4 documentado pelo mesmo
(BROCHARDT; LONDRES, 2021).

Segundo Oliveira et al. (2014) com a inten¢do de combater os insetos e as plantas invasoras
da lavoura, o homem acaba contaminando, ndo s6 o ambiente agricola, mas também, os ecossistemas
naturais. Além de atingir as lavouras, a névoa de agrotdxicos polui o ar, o solo, a d4gua, os moradores,
os animais e as plantas que estdo nas areas proximas ou, até mesmo, distantes do local de aplicagdo
(OLIVEIRA et al., 2014). Devido aos diferentes principios ativos encontrados nos agrotéxicos faz-
se necessario um controle rigoroso na aplicagao devido a toxicidade dos agrotdxicos, visto que a agao
pode ndo ser apenas no organismo alvo, mas podendo ocorrer também em ambientes e espécies

considerados ndo-alvo.

1.1.1 Toxicidade dos agrotoxicos

Os agrotoxicos sao classificados quanto ao seu grau de risco, que vai da classe I até a classe
IV, sendo que os da classe I s3o os mais toxicos e os da classe IV os menos toxicos. Essa classificagao
¢ baseada em ensaios feitos em laboratorios que estabelecem a dosagem letal do agrotoxico como
sendo a concentracdo em que a letalidade atinge 50 % dos individuos testados (DLso) (JARDIM;
ANDRADE; QUEIROZ, 2009). Para facilitar o reconhecimento do grau de toxicidade de um

agrotoxico, utiliza-se uma escala de cores, como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1 — Classificagdo dos Agrotoxicos de acordo com sua toxicidade.

Classe Grau de Toxicidade LDso Cor da faixa
I Extremamente toxico <5mgkg’! Vermelha
11 Altamente toxico Entre 5 e 50 mg kg’! Amarela
I Medianamente toxico Entre 50 e 500 mg kg™ Azul
v Pouco téxico Entre 500 e 5000 mg kg Verde

Fonte: (PERES; MOREIRA, 2003).

A dosagem letal ¢ obtida pela quantidade em miligramas do agrotoxico pela massa do corpo
do individuo em quilogramas (mg kg™!). A capacidade da substancia de causar danos depende da sua
toxicidade e da quantidade absorvida pelo corpo. Logo, quanto mais toxico o agrotdxico, menor a
quantidade dele sera suficiente para causar danos e perigo a saude do individuo, ou até mesmo ao

meio ambiente (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).

1.1.2 Contaminagdo durante a aplicacdo dos agrotoxicos

Com o uso generalizado dos agrotoxicos nas mais diferentes culturas, grandes transtornos e
modificagdes estdo ocorrendo no meio ambiente, tanto pela contaminac¢ao de comunidades de seres
vivos, como pela acumulagdo nos segmentos bidticos e abidticos do ecossistema. Um efeito
indesejavel provocado pela sua utilizagdo ¢ a contaminagdo de espécies ndo-alvo, ou seja, que nao
interferem no processo de producao (RIBAS; MATSUMURA, 2009).

Na aplicacdo de agrotoxicos nas lavouras, cerca de 99 % dos produtos ministrados ndo sao
absorvidos pelas plantas, se dispersando pelo ambiente e infiltrando-se no solo e nas aguas
subterraneas, contaminando direta ou indiretamente organismos nao-alvo (ZHANG et al., 2011;
CASTRO LIMA et al., 2020).

A contaminacdo ambiental proveniente do uso indiscriminado de agrotdxicos na agricultura
acaba por desencadear uma série de prejuizos ao ambiente, comprometendo a qualidade e integridade
da biodiversidade e ameagando a sobrevivéncia dos ecossistemas (SPADOTTO, 2006). Estes
compostos t€m toxicidade variavel e depende das propriedades dos ingredientes ativos e inertes do
produto, o que determina os efeitos de contaminagao aguda, subcronica e cronica que podem interferir
na fisiologia, no comportamento e na reproducdo dos organismos (SPADOTTO, 2006;
BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).

A forma considerada mais simples de aplicacdo de agrotdxicos € a pulverizagdo manual. Com

o auxilio de um pulverizador manual os agricultores aplicam o agrotoxico no local a ser tratado
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(PORTO; SOARES, 2012). Uma outra forma de aplicagao de agrotoxicos € a pulverizagdo aérea, em
que o agrotoxico ¢ levado pelas correntes aéreas a locais diferentes de onde sdao aplicados
originalmente, podendo assim contaminar o solo, a 4gua, e até as comunidades aos arredores (PERES;
MOREIRA, 2003). Essa forma de aplicagao ¢ feita principalmente através de aeronaves e ¢ utilizada,
na maioria das vezes, pelos fazendeiros que possuem grandes areas de cultivo, as quais a pulverizagao
manual seria invidvel (PORTO; SOARES, 2012).

A inviabilidade de se realizar a pulverizagao manual, faz com que o risco de contaminagao
seja elevado, ja que nao hd um controle preciso do local de aplicacdo do agrotéoxico. Uma vez em
contato com as correntes aéreas ha uma dispersao desses agrotdxicos por uma extensa area territorial,
alvo e nao-alvo. Essa falta de controle afeta ecossistemas nos quais promovem a vida e reproducao
de animais. Um dos animais que pode estar sendo afetado com o uso indiscriminado de agrotoxicos

sdo as tartarugas da Amazonia (Podocnemis expansa).
1.1.3 Exposicdo da tartaruga da Amazonia a agrotoxicos

Conhecida popularmente como tartaruga da Amazodnia, a Podocnemis expansa, Figura 1, é
um queldnio de agua doce considerada a maior espécie do género Podocnemis, amplamente
distribuida nas bacias dos rios Amazonas e Tocantins-Araguaia no Brasil, Orinoco na Venezuela e
Essequibo na Guiana. A tartaruga da Amazdnia ¢ da ordem dos Testudines e da familia das
Podocnemididae (VOGT et al., 2015). A espécie estd dispersa por uma grande area ao norte do
continente sul-americano, principalmente em regides amazonicas (IVERSON, 1992) e tem o habito
de procurar alimentos em florestas alagadas durante as cheias e visitar praias arenosas para nidificar

na vazante (FORERO-MEDINA et al., 2019).

Figura 1 — Tartaruga da Amazonia (Podocnemis expansa).

Fonte: VOGT et al. (2022).
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A desova de Podocnemis expansa ¢ controlada pelos niveis de dgua, com periodo variando
conforme a localidade. Normalmente, ocorre entre julho e agosto no Acre, no rio Araguaia entre
agosto e outubro, em setembro ocorre em Rondonia, Goids e Tocantins, entre setembro e outubro
ocorre no Amapa e Mato Grosso, em outubro nos rios Xingu e Tapajos, e entre dezembro e janeiro
ocorre em Roraima (BATISTELLA; VOGT, 2008). A Podocnemis expansa deposita em média 100
ovos por ninhada (RUEDA-ALMONACID et al., 2007). Os ovos podem ser alongados ou esféricos,
as cascas podem ser rigidas e dsperas com um pequeno potencial de trocas hidricas e gasosas com o
meio; ou flexiveis sendo dependentes do ambiente hidrico com uma camada calcdria porosa
(EWERT, 1979). Os ovos sao depositados em diversos ambientes, sendo alguns deles: praias fluviais,
costeiras, solo barroso, arenoso-argiloso € em meio a vegetagao.

Muitas sao as propriedades que podem ser observadas quando ¢ feita uma analise quimica da
composi¢ao das cascas de ovos, desde historico ambiental de contaminagao até a disfungao fisiologica
das fémeas. As cascas de ovos sdo muito utilizadas como indicadores nas investigacdes dos efeitos
das substancias lan¢adas no ambiente que acabam provocando um efeito deletério em oviparos (VAN
DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

As cascas dos ovos de tartaruga consistem em duas partes: uma membrana fibrosa e uma
camada calcéria ligada a superficie externa da membrana. O componente calcario das cascas de ovos
da espécie Podocnemis expansa ¢ o carbonato de calcio em uma das suas formas cristalinas,
conhecido também como aragonita (PACKARD, 1991).

Estudos ja relataram alguns efeitos toxicos da exposi¢do a agrotoxicos em Podocnemis
expansa, como: a reducdo na taxa de eclosao e nos niveis de fosforo e gordura total da casca de ovos
expostos a parationa-metilica (VALDES et al., 2015), reducdo do numero dos ossiculos esclerais
(anéis dsseos encontrados nos olhos de vérios grupos de animais vertebrados) e a aparigdo de
ossiculos rudimentares e lacunas em embrides de Podocnemis expansa submetidos a atrazina
(CARNEIRO et al., 2021) e mudangas na morfometria eritrocitaria (arsenal de medi¢des e analises
matematicas da configuragdo da superficie eritrocitaria, formas e dimensdes) em tartarugas juvenis
sujeitas a diferentes concentragdes de glifosato, atrazina e fipronil (OLIVEIRA et al. 2020). Ainda
assim, sao escassas as informagdes sobre os reais impactos bioldgicos provenientes da exposicao dos

agrotoxicos isolados na saude dessa espécie e no meio ambiente em que habitam.

1.1.4 Fipronil

O fipronil, [5-amino-1-(2,6-dicloro-R, R, -trifluoroproil) -4- (trifluorometil) sulfinil] pirazole-

3-carbonitrilo], apresentado na Figura 2, ¢ considerado um inseticida altamente ativo e de um amplo
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espectro, pois ¢ utilizado em mais de 100 diferentes cultivos agricolas, além de ser empregado em
tratamentos veterinarios e dedetizacao urbana, rural e domissanitaria (REIGART; ROBERTS, 2013;
CHAULET et al., 2019).

Figura 2 - Forma estrutural do Fipronil.
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Derivado da familia do fenilpirazol, o fipronil tem como principal fungdo o rompimento do
sistema nervoso central dos insetos, por meio do bloqueio dos canais de cloro mediados pelos
aceptores do acido gama-aminobutirico (GABA, gamma-aminobutyric acid), promovendo paralisias,
convulsdes e até a morte (TINGLE et al., 2003; CHAULET et al., 2019). Por possuir carater
hidrofobico, LogP 4,0 (PUBCHEM, 2021), a sua molécula apresenta um baixo potencial de lixiviagao
e forte potencial de adsor¢ao no solo, apresentando maior afinidade por matrizes organicas como: os
lipideos, os 6leos e os solventes organicos (GUNASEKARA et al., 2007).

Alguns dos cultivos agricolas que empregam o fipronil sdo: arroz, amendoim, algodao, batata,
cana-de-agucar, cevada, feijao, girassol, eucalipto, milho, soja e trigo, cujas modalidades de aplicagdo
variam entre sementes, solo e foliar (GUEDES, 2019).

A utilizagdo do fipronil em grandes quantidades pode gerar residuos no ambiente,
essencialmente nos recursos hidricos proximos as areas nas quais foi utilizado (CHAULET et al.,
2019). Sua degradacdo ¢ considerada lenta no solo e na 4gua, com uma meia-vida variando entre 36
horas a quase 8 meses, dependendo do substrato e condigdes do ambiente (SCORZA JUNIOR;
FRANCO, 2013).

No Brasil, o fipronil ¢ um dos inseticidas mais utilizados na agricultura para controle e
exterminio de insetos (SIMON-DELSO et al., 2015). O fipronil ¢ comercialmente encontrado como
Icon, Ascend, Chipco, Adonis, Frontline e Regent e ¢ também classificado como classe II -
moderadamente perigoso pela Organizagdao Mundial da Satde e altamente toxico (faixa amarela) pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (WHO, 2010; CHAGURI, 2016; ANVISA,
2019).

Apesar da toxicidade desconhecida para organismos nao-alvo, ha evidéncias suficientes de

que o fipronil apresenta sérios riscos para os mesmos (CASTILHOS et al., 2019; BONMATIN et al.,
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2015; TU et al., 2019). Além disso, em 2017, na Holanda, foi registrado um grave incidente de
contaminagdo em ovos de galinha tratados com fipronil para eliminar o dcaro vermelho (NAYAK et
al., 2022; EC, 2017). Os niveis de fipronil detectados chegaram a 720 pg kg'! em ovos e 770 pug kg™
na carne de frango (TU et al., 2019; EC, 2017). Esses resultados indicaram que as moléculas de
fipronil sdo estaveis e se movem para ambientes de maior afinidade, como para o interior dos ovos.
Os limites maximos permitidos de fipronil em alimentos, tais como carne e ovos é de 20,0 pg kg’!
(FAO, 2019)

Diante dessas circunstancias, a avaliacao do fipronil em cascas de ovos de tartarugas pode ser
um indicador de monitoramento de risco para espécies em habitat com monoculturas em suas
mediacdes, como tem ocorrido na bacia do Tocantins-Araguaia, onde vivem as tartarugas da

AmazOnia.

1.2 Métodos de extracio de agrotoxicos

O monitoramento dos residuos de agrotoxicos se faz por meio da extragdo destes compostos
das cascas de ovos, associada a analise quimica posterior por uma técnica instrumental. Devido a
auséncia de métodos para determinagdo de fipronil em cascas de ovos, até onde conhecemos, ¢ de
grande importancia desenvolver um método analitico que possa viabilizar o monitoramento dos
residuos do inseticida e avaliar o risco de contaminacdo de espécies que passaram a compartilhar o
seu habitat com as monoculturas.

Diversos métodos de preparacdo de amostra aplicados para a extracdo de residuos de
agrotoxicos de diferentes tipos de amostras sdo descritos na literatura. Métodos como a microextragao
em fase solida (solid-phase microextraction — SPME) (LI; ROW, 2018; SILVA; PAWLISZYN,
2015); extragdo em fase solida (solid-phase extraction — SPE) (ARES, et al., 2017; PELAJIC, et al.,
2016); extracdo liquido-liquido (liguid-liquid extraction — LLE) (AKRAM, MUSHTAQ, 2018;
GIROUD, et al., 2019); dispersdo da matriz em fase sélida (Matrix Solid-Phase Dispersion — MSPD)
(BARRETO, et al., 2018; FREITAS; SERAFIM; LANCAS, 2018); QuEChERS (Quick, easy, cheap,
effective, rugged, and safe) (ANASTASSIADES, ef al., 2003; PRESTES; ADAIME; ZANELLA,
2011); extragdo solido-liquido com particdo a baixa temperatura (solid-liquid extraction with low-
temperature partitioning - SLE-LTP) (SANTANA; SOARES; FARIA, 2018; RODRIGUES, et al.,
2018), entre outros.

A extracao solido-liquido e/ou liquido-liquido com parti¢ao em baixa temperatura (SLE-LTP
ou LLE-LTP, liquid-liquid extraction with low-temperature partitioning) tem se apresentado como

uma alternativa interessante para extragao de agrotoxicos, por ser uma técnica simples, que ndo exige
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instrumentagdo sofisticada, com poucas etapas e de facil execugdo, empregando baixos volumes de
solvente organico (os volumes de solvente otimizados sao relativamente menores que os métodos de
extragdo solido liquido com particdo em baixa temperatura ja desenvolvidos), menos toxicos que as
extragdes com solventes tradicionais (GOULART et al., 2010). O método ¢ baseado na parti¢ao dos
analitos entre as fases aquosa e organica misciveis entre si, obtida a partir do abaixamento da
temperatura (de -4 a -20 °C). A vantagem deste método ¢ que a maior parte dos componentes da
amostra sao congelados com a fase aquosa, enquanto os residuos de agrotoxicos sdao extraidos
juntamente com o restante da matriz para a fase organica (SILVERIO et al., 2012), que permanecem
em estado liquido podendo ser coletados e analisados por um método de separacao e quantificado,
gerando em média bons resultados percentuais de recuperagao (GOULART et al., 2010).

O método SLE-LTP se mostrou eficiente na extragdo e na analise de agrotoxicos em tomate,
batata, morango, abobrinha, alface e diversos outros alimentos. Sobretudo, o método SLE-LTP ja foi
empregado na extragdo de agrotoxicos organoclorados e bifenilas policloradas em ovos de jacaré
caiman do Pantanal brasileiro, se mostrando eficiente na extragdo de compostos em matrizes desta
natureza (SOUSA et al., 2014). Além disso, o método ja foi empregado no Laboratorio de Pesquisas
em Materiais de Separacdo e Cromatografia (CroMat) para a determinagao de residuos de agrotoxicos
na polpa de cajd-manga e pequi, obtendo taxas de recuperacio proximas a 100 % com boa precisao
(SANTANA; SOARES; FARIA, 2018; FERREIRA, 2019). A motivacao para escolha do SLE-LTP
para a condugdo deste trabalho foi baseada na necessidade de menor nlimero de etapas experimentais,
menor interferéncia do analista e menor volume de solventes extrator para sua execugdo, o que resulta
em menor volume de residuos da extragdo e a torna um método de preparacdo de amostra mais
simples e de baixo custo. Assim, no presente trabalho, focamos no desenvolvimento e validagdo de
um método para quantificar o fipronil em cascas de ovos, usando as cascas de ovos de galinha como
organismo modelo para possibilitar a aplicacdo posterior na determinacdo de fipronil em cascas de

ovos de Podocnemis expansa.
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2 OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi desenvolver, otimizar e validar um método analitico de extragao
solido-liquido com particdo em baixa temperatura (SLE-LTP) de residuos de fipronil em casca de
ovos, empregando analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecc¢ao por arranjo de
diodos (HPLC-DAD, high-performance liquid chromatography with diode array detection).

Para alcancar o objetivo principal desta proposta, as seguintes etapas foram realizadas:

v Desenvolver um método de extragdo solido-liquido com partigdo a baixa temperatura para
extragdo de fipronil em cascas de ovos de galinha, como organismo modelo;
v' Otimizar o método SLE-LTP empregando planejamento estatistico baseado na matriz

Doehlert;

v Validar o método de acordo com o guia de validagdo de métodos analiticos proposto pela

Comunidade Europeia, documento SANTE/12682/2019 (SANTE, 2020);
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3 METODOLOGIA

3.1 Reagentes, solventes e materiais

Para o desenvolvimento e otimizagdo do método de extragdo foram utilizados Fipronil
(Sigma-Aldrich, 97% Pestanal®), balanca analitica de 0,0001 g (Acculab, Bradford, PA, EUA),
Eppendorf de 5,0 mL, pipetas graduadas de 5,0 mL e 10,0 mL, micropipetas (0,5 — 10 pL, 10 — 100
uL e 100 — 1000 pL), agitador vortex (ARSEC modelo TS200, Sao Paulo, Brasil), centrifuga (Celm,
modelo combate, Sao Caetano do Sul, Brasil), 4gua ultrapurificada com resistividade maior que 18,9
MQ cm em purificador MegaPurity e freezer Consul modelo Bem Estar CRMS5S5, para a parti¢ao em
baixa temperatura. Para o preparo da fase mével foram utilizadas membranas de Nylon® (Millipore®,
Millford, CT, EUA) para filtragdo com porosidade de 0,22 um e diametro de 45 mm; sistema de
filtragdo de fase movel; funil de placa sinterizada; bomba de vacuo; kitassato de 500 mL, e; banho
ultrassom (Quimis, Diadema, Brasil). O reagente utilizado para o preparo da fase mével foi o metanol,
grau cromatografico com 99,5% (J. T. Baker, Sdo Paulo, Brasil). Para as anélises foi utilizado um
cromatdgrafo a Liquido Waters modelo Alliance 2695, com sistema de detec¢ao de arranjo de diodos

modelo 2998 PDA, gerenciado pelo software Empower3®.

3.2 Preparacao das amostras de ovos

Cascas de ovos de galinha, mantendo sua membrana interna que € constituida de coldgeno
tipo I, elastina, desmosina, isodesmosina e glicosaminoglicanos, foram devidamente lavadas com
agua destilada aquecida a 50 °C e secas a 80 °C por 4 h em estufa. As cascas secas foram maceradas
com pistilo e gral de porcelana até a obtengdo de um pé finamente dividido. Em seguida, o sélido
macerado foi peneirado manualmente em peneiras com granulometria entre 400 e 270 mesh e

reservado em frascos até o momento do uso.

3.3 Preparacao das solu¢des padrao de fipronil

Considerando a solubilidade do fipronil em metanol de 137,5 g L' a 20 °C, solu¢des padrio
de fipronil foram preparadas neste solvente, grau HPLC. Uma solugdo estoque de fipronil a 1000,0
ng mL! em metanol foi preparada e armazenada em refrigerador a -4 °C até o momento do uso. A
partir da diluicdo desta solugdo foram preparadas solu¢des de trabalho nas concentragdes de 10,0 a

1000,0 pg L™ de fipronil.
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3.4 Fortificacao das cascas de ovos

Por¢des de 1,000 g do material da casca de ovo foram fortificados com 250 pL solugdo padrao
de fipronil a 100,0 ug mL™' adicionando o volume de forma homogénea com auxilio de uma
micropipeta. A solugdo foi deixada por 10 min a temperatura ambiente para incorporagao do
agrotoxico e secagem do solvente. Em seguida, o material foi revertido com microespatula para
homogeneizagao das particulas fortificadas. As amostras foram armazenadas em refrigerador a -4 °C

até o momento do uso.

3.5 Otimizac¢do da SLE-LTP de fipronil de cascas de ovos

3.5.1 Avaliacdo do solvente extrator

Para avaliar o melhor solvente extrator para SLE-LTP 100 mg de amostra de casca de ovo
fortificada com fipronil foram colocados em um frasco do tipo Eppendorf® de 5 mL. Foram
adicionados ao frasco 500 pL. de 4gua ultrapura e, 5 min apds, foram adicionados 2,5 mL de solvente
extrator (acetonitrila, acetona, metanol ou tolueno). A suspensdo foi agitada em agitador vortex por
1 min, sendo posteriormente submetida a centrifugag@o a 4000 rpm por 5 min. O frasco foi colocado
em freezer a -20 °C para congelamento por 2 h 30 min. Ap6s o periodo de congelamento, a fase
organica (solvente extrator) menos densa permaneceu liquida enquanto o material solido foi
congelado na fase aquosa. Foi retirado 1,0 mL da fase organica e injetado no HPLC-DAD. O

procedimento foi realizado em triplicata.

3.5.2 Planejamento experimental para otimiza¢io da SLE-LTP

A extracdo de fipronil de casca de ovos foi otimizada para obten¢do da maxima recuperacao
do residuo, sem a interferéncia de componentes da matriz da amostra. O procedimento de extragado
descrito anteriormente foi submetido a otimizagdo das varidveis mais importantes para determinagao
de fipronil nas cascas de ovos. Foi escolhida como ferramenta estatistica para a otimizagdo da
extragdo a matriz Doehlert. A matriz Doehlert ¢ uma alternativa bastante util e atrativa aos
planejamentos fatoriais, pois o numero de niveis que cada varidvel possui € variavel, permitindo
avaliar as variaveis consideradas mais importantes em um numero maior de pontos do espago

estudado (FERREIRA et al., 2004; TEOFILO; FERREIRA, 2006). Além disso, este tipo de
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planejamento necessita de um menor nimero de experimentos em relagdo ao planejamento composto
central sendo, portanto, mais eficiente. As varidveis avaliadas e os niveis estudados em cada variavel

sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Condi¢oes avaliadas para otimizag¢do da SLE/LTP de fipronil de casca de ovos.

Variaveis estudadas Niveis

Massa de amostra
(mg)
Volume de extrator
(mL)
Tempo de
congelamento (h)

100 150 200 250 300 - -
1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

2,5 5,0 7,5 ; ] ] _

Para realizar a otimizagdo estatistica se faz necessario que as varidveis e os niveis sejam
codificados. As varidveis massa de amostra, volume de solvente e tempo de congelamento foram
codificadas como x4, x, € x5 , respectivamente. Os niveis das variaveis foram codificados utilizando

as Equagdes 1 a 3.

__ (m—200) <

X1 = Equacao 1
_ (v-25) .

X2 = ar Equagdo 2
_(t-5) ~

3= So62 Equacdo 3

Em que: m é a massa de amostra; V ¢ o volume de solvente; t € o tempo de congelamento; 200, 2,5 e 5 sdo os
niveis centrais das varidveis massa de amostra, volume de solvente e tempo de congelamento, respectivamente;
100, 1,732 e 3,062 se referem as razdes entre o nivel real (maior valor — valor central) ¢ o nivel codificado

(maior valor — valor central) de cada variavel.

Os niveis codificados das varidveis massa de amostra, volume de solvente extrator e tempo
de congelamento na SLE-LTP de fipronil de cascas de ovos foram combinados em 13 experimentos,
de acordo com matriz Doehlert, e estdo dispostos na Tabela 3. A matriz Doehlert possibilita a
avaliacdo das interagdes entre as variaveis em seus diferentes niveis e, assim, a obten¢do da melhor

condi¢do experimental para a extracdo de fipronil em cascas de ovos.
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Tabela 3 - Matriz Doehlert de experimentos para otimizagdo da SLE-LTP de fipronil em casca de ovos.

Exp. Mamostra Vsolvente teongelamento

X1 mg X2 mL X3 h
1 0 200 0 2,5 0 5,0
2 1 300 0 2,5 0 5,0
3 0,5 250 0,866 4,0 0 5,0
4 0,5 250 0,289 3,0 0,816 7,5
5 -1 100 0 2,5 0 5,0
6 -0,5 150 -0,866 1,0 0 5,0
7 -0,5 150 -0,289 2,0 -0,816 2,5
8 0,5 250 -0,866 1,0 0 5,0
9 0,5 250 -0,289 2,0 -0,816 2,5
10 0 200 0,577 3,5 -0,816 2,5
11 -0,5 150 0,866 4,0 0 5,0
12 -0,5 150 0,289 3,0 0,816 7,5
13 0 200 -0,577 1,5 0,816 7,5

3.6 Analise cromatografica dos extratos

A separacdo cromatografica dos extratos foi realizada empregando fase movel metanol:H,O
(70:30, v/v), com vazdo de 1,2 mL min! e detec¢io DAD a 230 e 280 nm. Foram injetados 20,0 L
dos extratos, mantendo a temperatura do forno da coluna a 30 °C. Foi empregada uma coluna X-

Select HSS T3 150 mm X 4,6 mm d.i. recheada com particulas de 3,5 pm de diametro.

3.7 Validacao do método de determinacéo de fipronil em cascas de ovos

Para realizar a valida¢ao de um método analitico, ¢ necessario avaliar se os resultados obtidos
sdo confidveis e se o desempenho ¢ apropriado para a finalidade pretendida, neste caso, para a
determinagdo de fipronil em cascas de ovos. Neste trabalho o protocolo escolhido para o estudo de
validacdo do método foi o Guia da Comunidade Europeia para Controle de Qualidade Analitica e
Procedimentos de Validacao de Métodos para Analise de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos e
Racgdes, documento SANTE/12682/2019 (SANTE, 2020). Os parametros analiticos validados foram
a seletividade, os limites de deteccdo e de quantificagdo, a linearidade, o efeito matriz, a exatidao, a

precisdo e a robustez.
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3.7.1 Seletividade

A seletividade foi determinada pela comparacao dos cromatogramas obtidos para a solugao
padrao de fipronil, para o extrato (matriz fortificada com solugdo padrao de fipronil) e para o branco
(matriz ndo fortificada). Assim, a elui¢ao individualizada do pico do fipronil sem que haja coeluicao
de interferentes, seja proveniente da matriz do solvente ou de subprodutos do método, indicaram a

seletividade do método.

3.7.2 Limite de quantifica¢ido do método

A determinagdo do limite de quantificacao (LOQ, limit of quantification) foi realizada através
de injecdes consecutivas de concentragdes decrescentes de solugdo padrio fipronil até a obtencdo de
um sinal repetitivo com variagdo da area de pico inferior a 20 %, em termos de desvio padrao relativo
(RSD, relative standard deviation). Para tal, foram injetadas concentragdes cada vez menores até o
desaparecimento do pico do fipronil no cromatograma. Em seguida, foram preparadas trés solugdes
na concentragdo anterior ao desaparecimento do pico. Essas solugdes foram injetadas no HPLC-DAD

e entdo foi calculada a variacio da area de pico. A concentracio inicial avaliada foi de 1,0 pg mL™.

3.7.3 Faixa dindmica linear

A faixa dindmica linear do método, ou faixa de trabalho, foi obtida pela injecdo de seis
concentragdes distintas do analito para a constru¢do da curva analitica. O ajuste adequado de um
modelo obtido a partir da regressao linear dos dados € confirmado por um coeficiente de regressao
linear (r) maior que 0,99 e coeficiente de determinagio (R?) maior que 0,98. A curva analitica foi
construida como sendo a primeira concentracdao o valor do LOQ e as demais concentra¢des foram:

5%, 10%, 20%, 30%, 50x e 100x o LOQ.
3.7.4 Efeito matriz
O efeito matriz nos métodos propostos foi calculado a partir da construgao de curvas analiticas

para o padrdo de fipronil preparado em solvente e na matriz das cascas de ovos. A quantificacdo do

efeito matriz foi calculada pela Equagao 4.
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Sm—Ss

EM (%) = =X 100 Equagio 4

Em que: Sim ¢é o coeficiente angular da curva na matriz e S € o coeficiente angular da curva em solvente.

3.7.5 Exatiddo e precisdo

A exatiddo e a precisao do método foram medidas a partir da aplicacao do método otimizado
na extrag¢ao do fipronil em cascas de ovos em duas concentragdes diferentes (5x LOQ e 10x LOQ) e
em sextuplicata (6x) para cada nivel testado. Essas medidas foram realizadas em um mesmo dia para
avaliar a repetibilidade do método a partir do RSD das repeti¢des. As extracdes também foram
realizadas em trés dias distintos para medir a reprodutibilidade dentro do laboratorio (precisao
intermediéria). A exatiddo foi medida pela porcentagem de recuperacdo dos agrotoxicos, de acordo

com o valor fortificado inicialmente, seguindo a Equagao 5.

R(%) = : [restduolextraido  y 1)) Equagio 5

residuo] forti ficado
Em que: R(%) é a porcentagem de recuperagao; [residuo]extraido € a concentragio de fipronil extraida pelo método
q p g perag p

SLE-LTP; [residuo]rorificado € @ concentragio de fipronil adicionada inicialmente na amostra.

3.7.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada utilizando o teste de Youden (YOUDEN; STEINER, 1975).
Este teste permite determinar o quanto a resposta de um método analitico € influenciada por pequenas
variacoes dos fatores da extragdo e andlise instrumental e, desta forma, indicar um controle mais
rigoroso destes fatores para evitar variagdes na resposta, garantindo uma maior robustez do método
analitico. Os fatores escolhidos devem ser aqueles passiveis de sofrerem variagdes durante uma
andlise de rotina empregando o método. Para a avaliagdo da robustez do método foram avaliadas sete
variaveis (representadas por letras) em dois niveis, na condi¢do otimizada (letras MAIUSCULAS) ¢

em uma condi¢do deliberadamente variada (letras mindsculas), conforme apresentado na Tabela 4.



Tabela 4 — Variaveis e niveis estudados para avaliacdo da robustez pelo teste de Youden.

Variaveis Niveis
MeOH na MP (%) A 70 a 68
Vazio da MP (mL min™) B 1,2 b 1,0
Vol. ACN (mL) C 2,15 c 2,00
Tempo de congelamento (min) D 276 d 255
Fornecedor de ACN E Lichrosolv e Tedia
Vol. Agua (mL) F 0,50 f 0,60
Massa de amostra (mg) G 275 g 270

MP: mobile phase (fase movel); ACN: acetonitrila; MeOH: metanol
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Os niveis otimizados e variados das setes variaveis estudadas foram combinados de acordo

com um planejamento experimental proposto pelo teste de Youden (YOUDEN; STEINER, 1975) e

a matriz de experimentos realizadas esta apresentada na Tabela 5.

Tabela 5 - Combinagdo fatorial de pardmetros analiticos para avaliagdo da robustez do método de

determinagdo de fipronil em cascas de ovos pelo teste de Youden.

Variaveis Combinacio dos niveis das variaveis
MeOH na MP (%) A A A A a a a a
Vazio da MP (mL min™) B B b b B B b b
Vol. ACN (mL) C c C c C c C c
Tempo de congelamento (min) D D d d d d D D
Fornecedor de ACN E e E e E e E
Vol. Agua (mL) F f f F F f f F
Massa de amostra (mg) G g g g G G g

A robustez do método foi determinada a partir do calculo dos efeitos para cada uma das

varidveis variadas nas suas condi¢des experimentais. Os efeitos para cada uma das varidveis foram

calculados a partir da porcentagem de recuperagdo do fipronil em cada experimento da Tabela 5,

empregando a Equacao 6.

Ef(A) = RA - Ra

Equacao 6

Em que: Ef(a) € o0 efeito da variag@o de metanol na fase movel durante a execucdo do método de determinacao

e fipronil em cascas de ovos; R, ¢ média da recuperacdo de fipronil na condicio otimizada de metanol na
de fi 1 d R4 dia d. de fi 1 d t dad tanol
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fase movel; R, é a média da recuperagdo de fipronil na condi¢io variada deliberadamente de metanol na fase

movel.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacao da extracao de fipronil de cascas de ovos

A quantificag@o de fipronil em cascas de ovos requer um prévio tratamento da amostra antes
da sua analise cromatografica. No entanto, devido a inexisténcia de métodos para a extracao do
fipronil de casca de ovos na literatura, foi necessario desenvolver e otimizar uma metodologia de
extragdo do agrotdxico de forma eficiente e que atendesse as necessidades de reducdo de residuos
organicos gerados, rapidez e simplicidade na sua execucdo. O método escolhido foi a extrag@o solido-
liquido com partigdo a baixa temperatura, pois além de atender esses requisitos apresenta pouca

interferéncia do analista e alta precisdo das medidas.

4.1.1 Avaliagdo do solvente extrator

Para o desenvolvimento do método de extracdo de fipronil das cascas de ovos via SLE-LTP
inicialmente foi necessario avaliar o solvente mais adequado para o processo. Foram avaliados os
solventes acetonitrila, acetona e metanol por apresentarem miscibilidade na agua, adicionada as
amostras para promover o congelamento, e o tolueno, imiscivel na agua, escolhido por apresentar
maior hidrofobicidade. As analises dos extratos foram realizadas por HPLC-DAD em dois
comprimentos de onda, nos quais o fipronil absorve, e os resultados obtidos sdo apresentados na
Figura 3. As amostras foram fortificadas com 25,0 pg mL™! de solugdo padrio de fipronil, empregando

2,5 mL de solvente extrator.

Figura 3 — Porcentagens de recuperagdo do fipronil de cascas de ovos, empregando diferentes solventes

extratores pelo método SLE-LTP.
230 nm [EEEH 280 nm|

105

Recuperacao (%)

Acetonitrila  Acetona Metanol Tolueno

Solventes
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A extragdo de compostos, em niveis traco de concentracdo, de amostras requerem uma
precisdo com desvios padrdo relativos (RSD) inferiores a 20 % e taxas de recuperagdo entre 70-120 %
(SANTE, 2020). Para a avaliagdo do solvente extrator, de acordo com o apresentado na Figura 3,
todos os solventes atendem a este critério. No entanto, a acetonitrila apresenta maior taxa de
recuperagao nos dois comprimentos de onda avaliados, bem como menor dispersdo dos resultados,
sendo este o solvente escolhido para o processo de extragao do fipronil de casca de ovos.

Os extratos foram analisados em dois comprimentos de onda, 230 ¢ 280 nm, uma vez que
normalmente o fipronil é analisado em 210 nm, porém, para a casca de ovo, esta regido apresenta
picos provenientes da amostra, provavelmente componentes da sua membrana interna, gerando
interferéncia na quantificagdo do fipronil, Figura 4A. Assim, foi utilizado o comprimento de onda de
230 nm para quantificacao do fipronil, promovendo assim um cromatograma mais limpo em relagao
aos componentes da matriz, como apresentado na Figura 4B. A molécula do fipronil possui uma
banda de absor¢do em 280 nm, como apresentado na varredura espectral apresentada na Figura 4C.
Apesar de ser uma banda de menor intensidade possibilita a confirmac¢ao do pico do fipronil j& que

componentes da matriz ndo absorvem nessa regiao.
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Figura 4 — Cromatograma dos extratos de cascas de ovos obtidos pelo método SLE-LTP e analisado por
HPLC-DAD nos comprimentos: (4) 210 nm e (B) 230 e 280 nm. (C) Espectro de absor¢do no UV para o
pico do fipronil analisado em 5,6 min no HPLC. Condi¢des de analise: fase movel MeOH:H,O(70:30, v/v),

vazdo 1,2 mL min™ e temperatura de 30 °C.
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Na Figura 4 pode-se observar a absor¢ao de fipronil em dois comprimentos de onda, 230 nm
e 280 nm. E possivel detectar o fipronil em ambos os comprimentos, mas em 230 nm ¢ possivel obter
uma maior detectabilidade, maior intensidade de pico. Ao observar a quantidade significativa de picos
presentes no comprimento de onda de 230 nm pode-se afirmar que além do fipronil, esse
comprimento de onda também ¢ capaz de detectar outros componentes da matriz que sdo coextraidos
pelo método SLE-LTP. Ja em 280 nm € possivel observar praticamente apenas o pico do fipronil apos
2 min de analise. O espectro UV do fipronil (Figura 4B) confirma que a molécula de fipronil absorve

mais radiagdo em 230 nm do que em 280 nm.
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4.1.2 Aplicagdo da matriz Doehlert na otimizacio da SLE-LTP de fipronil de cascas de ovos

Para a otimizacdo da extragdo do fipronil de casca de ovos foi empregado um planejamento
estatistico baseado na matriz Doehlert. Esse tipo de planejamento permite a avaliagdo simultanea de
varias variaveis que podem afetar a extragdo do fipronil, possibilitando a priorizagdo de variaveis
consideradas mais importantes no estudo pela sua avaliagdo em mais niveis. Desta forma, a massa de
casca de ovo, o volume de solvente extrator e o tempo de congelamento no método SLE-LTP foram
estudados empregando a matriz Doehlert. Foram realizados 13 experimentos combinando diferentes
condi¢des das trés variaveis, de acordo com a matriz de planejamento Doehlert apresentada na Tabela
3. As porcentagens de recuperagao do fipronil obtidas em cada experimento estdo apresentadas na

Tabela 6.

Tabela 6 - Porcentagem de recuperacdo do fipronil de cascas de ovos pelo método SLE-LTP na otimizagdo

empregando a matriz Doehlert.

Exp. (massa ):nlostra) (volum)e(zde acn) (t. cong:l3ament0) R (%)
1 0 0 0 97,7
2 1 0 0 93,9
3 0,5 0,866 0 92,6
4 0,5 0,2887 0,8165 77,2
5 -1 0 0 95,9
6 -0,5 -0,866 0 71,4
7 -0,5 -0,2887 -0,8165 76,5
8 0,5 -0,866 0 94,4
9 0,5 -0,2887 -0,8165 76,0
10 0 0,5774 -0,8165 97,2
11 -0,5 0,866 0 104,2
12 -0,5 0,2887 0,8165 87,4
13 0 -0,5774 0,8165 78,9

A aceitacao de um resultado de recuperagao de residuos de agrotdoxicos em amostras diversas
varia entre 70 % e 120 % (SANTE, 2020), de acordo com a Tabela 6, os 13 experimentos da matriz
Doehlert apresentam recuperagdes dentro desta faixa. Logo, o método parece ser adequado para a
extragdo de fipronil de cascas de ovos. Os resultados de recuperacdo de fipronil das cascas de ovos,
empregando a matriz Doehlert, foram utilizados para construir um modelo matematico que permita

prever as condi¢des das varidveis que resultem na maior porcentagem possivel de recuperacao de
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fipronil. Este modelo ¢ obtido a partir da combinagdo das varidveis apresentada na Tabela 6. Os
coeficientes deste modelo polinomial foram determinados usando o Microsoft Excel® de acordo com
as planilhas disponibilizadas por TEOFILO e FERREIRA (2006). O modelo quadratico foi o melhor
ajustado para explicar a recuperacao do fipronil de cascas de ovos pelo método SLE-LTP. A Tabela

7 apresenta os valores dos coeficientes do modelo quadratico de previsao da recuperacao de fipronil.

Tabela 7 - Coeficientes estimados para o modelo quadratico obtido do planejamento experimental com a

matriz Doehlert e suas significancias estatisticas ao nivel de 95% de probabilidade.

Coeficientes Valor Erro Testet  p-valor
Constante 97,33 + 1,18 82,614  0,00015
X1 -0,41 + 1,02 0,402  0,72666

X2 10,21 + 1,02 10,008  0,00984

X3 -1,28 + 1,02 1,253 0,33698

x12 -2,42 + 1,86 1,297 0,32399

x22 -8,10 + 1,86 4,350  0,04899

x32 -20,04 + 1,76 11,354  0,00767

X1 X X2 -19,95 + 2,36 8,468  0,01366
X1 X X3 1,10 + 2,63 0,417  0,71728
X2 X X3 -14,36 +2,63 5,453  0,03202

Em vermelho, coeficientes do modelo estatisticamente significativos (< 0,05).

De acordo com a Tabela 7, considerando apenas os coeficientes estatisticamente significativos
ao nivel de 95 % de probabilidade pelo teste 7, 0 modelo quadratico que descreve a recuperagdo do
fipronil extraido das amostras de cascas de ovos pelo método SLE-LTP pode ser descrito pela

Equagdo 7.

R (%) = 97,3 + 10,2*x5 — 8,1%x,? - 20,04*x3% — 19,9%x,*x5 — 14,4*X2*X3 Equagao 7

De acordo com o modelo de previsdo das recuperagdes de fipronil de cascas de ovos na
Equagdo 7, apenas o volume de solvente (x2) foi significativo, porém as interagdes entre as variaveis
estudadas também se mostraram significativas, justificando a necessidade do planejamento
experimental. A validade estatistica deste modelo pode ser confirmada pela Analise de Variancia

(ANOVA), apresentada na Tabela 8.
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Tabela 8 - Analise de varidncia do modelo quadratico para otimizacdo da extragao solido-liquido com

partigdo a baixa temperatura de fipronil de casca de ovos.

el so gk Mo Tewr par
Regressao 1414,6 9 157,17 8,7005 0.01411
Residuos 90,325 5 18,065
Falta de Ajuste 81,998 3 27,333 6,5644 0.13505
Erro Puro 8,3275 2 4,1637
Total 1504,9 14
% variagdo explicada 93,998
% max. de variagdo explicavel 99,447

Em vermelho, fontes estatisticamente significativas (< 0,05).

De acordo com a ANOVA na Tabela 8, o modelo quadratico da Equagdo 7 apresenta-se bem
ajustado aos resultados experimentais de extragcdo do fipronil das amostras de cascas de ovos. Este
ajuste pode ser confirmado pela significancia estatistica, ao nivel de 95 % de probabilidade pelo teste
F, do modelo de regressdo e da insignificancia estatistica da falta de ajuste (valor de p maior que
0,05). Além disso, 94,0 % das variagdes ocorridas no experimento podem ser explicadas (R? ajustado)
pelo modelo proposto em face dos 99,4 % das variagdes explicaveis (R?).

O modelo quadratico proposto para explicar a recuperacao do fipronil de cascas de ovos pode
ser mais bem interpretado a partir dos gréaficos tridimensionais das superficies de respostas

apresentados na Figura 5.
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4.2 Validacao do método de determinacio de fipronil em cascas de ovos

4.2.1 Avaliacdo do solvente extrator

A seletividade do método de determinagao de fipronil em cascas de ovos foi avaliada através
da interferéncia no pico do inseticida registrada nos cromatogramas de uma solu¢do padrao de fipronil

preparado em solvente, no extrato e no branco do extrato obtido pela SLE-LTP. Na Figura 6 sao

apresentados os cromatogramas destas analises.

Figura 6 - Cromatograma das solugdes de fipronil preparadas em solvente, no extrato e no branco da SLE-

LTP de amostras de cascas de ovos. Condigdes: MeOH:H,O(70:30, v/v), vazdo 1,2 mL min’!, temperatura 30

°C e detecgao DAD a 230 nm.
0,04
Branco
Solvente
Extrato
0,03
. S ool ~
L:) 0,021 D I P
< o i
§ Fipronil
20,011
0,00
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0

Tempo (min)

Através da Figura 6 foi possivel observar que o pico referente ao fipronil foi eluido
isoladamente, sem interferéncia dos demais componentes da matriz no comprimento de onda de 230
nm. De acordo com o documento SANTE/12682/2019 o método pode ser considerado seletivo
quando o sinal do analito ndo ¢ afetado pelos coextrativos da matriz da amostra ou quando a
interferéncia de coextrativos no pico do analito ¢ inferior a 30 % da area total de pico do analito
(SANTE, 2020). Considerando a prerrogativa do guia de validagdo e os cromatogramas obtidos pode-

se considerar que o método desenvolvido € seletivo para determinagao de fipronil em cascas de ovos.
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4.2.2 Limite de quantificacdo

O limite de quantificacdo ¢ uma figura de mérito muito importante quando se pensa em
desenvolvimento de métodos analiticos para determinacao de residuos de agrotoxicos, visto que o
LOQ ¢ a menor concentracao do composto em uma dada matriz que o método consegue quantificar
com precisdo e exatidao. Para obtencao do limite de quantificagdo foi realizada a inje¢ao de extratos
diluidos contendo fipronil até obten¢do da menor concentragdo com area repetitiva (RSD < 20 %)
para medidas realizadas em triplicata. Assim, foram obtidas areas de 171, 193 e 187 para a andlise
em triplicata de solucdo de fipronil a 5,0 pg L™! (equivalente a 8,4 ug kg!) preparada em extrato da
SLE-LTP de cascas de ovos. O desvio padrao relativo para esta medida foi de 6,20 %, atendendo ao
critério de aceitacdo sugerido pela Comunidade Europeia (SANTE, 2020). A Organizacdo das Nagdes
Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura define o limite maximo de residuos (MRL, maximum
residue limif) para o fipronil em diferentes matrizes, € o valor mais baixo é de 20 pg kg! para ovos
(TU et al., 2019; FAO, 2019). Portanto, o LOQ obtido para o método ¢ inferior ao MRL estabelecido
para o fipronil em alimentos, sendo adequado para identificacdo de contaminacdo na amostra

pretendida.

4.2.3 Faixa dinamica linear

Para avaliar a faixa de concentracdes do fipronil que responde de forma linear no método
proposto foram construidas duas curvas analiticas pelos métodos do padrdo externo e pelo método da
calibracdo na matriz. Na Figura 7 estdo apresentadas as curvas analiticas obtidas para o fipronil por

estes métodos.
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Figura 7 - Curvas analiticas do fipronil obtidas pelo método do padrao externo e pelo método da calibragao

na matriz.

0,012

=

=2

(=3

O
1

0,006

Area de pico (x 10°)

0,003

0,000

B Meétodo do padrio externo
@ Meétodo da calibragdo na matriz

0,00

0,13 0,26

0,39 0,52

[Fipronil] (ug mL™)

Os parametros das curvas analiticas sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Parametros analiticos das curvas de calibragdo do fipronil obtidas pelos métodos do padrdo

externo (preparada em solvente) e da calibragdo na matriz (preparada no extrato do branco).

Parametros analiticos

Preparada em solvente

Curvas analiticas

Preparada na matriz

Coeficiente de regressao (r)
Coeficiente de determinacio (R?)
Coeficiente angular

Coeficiente linear

Equacao da reta

Faixa de trabalho (ug mL™")

0,9991 0,9970
0,9970 0,9928
18623,8 22041,9
26,3 49,5
A =263+ 18623,8*Cripronit A =49,5 +22041,9*CFripronil
0,005 a 0,500 0,005 a 0,500

Como pode ser observado na Tabela 10, os coeficientes de regressdo linear (r) e de

determinacio (R?) obtidos pelo método dos minimos quadrados, apresentam valores superiores a 0,99

e 0,98, respectivamente, que ¢ o critério de aceitacdo do guia de validacdo SANTE/12682/2019 para

a linearidade do método (SANTE, 2020). Portanto, os modelos lineares obtidos para a SLE-LTP do

fipronil em cascas de ovos foram bem ajustados. Assim, a faixa de trabalho (ou faixa dindmica linear)

para calibracdo dos resultados ficou na faixa de 0,005-0,500 pg mL™".
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4.2.4 Efeito matriz

O efeito matriz do método de determina¢do do fipronil em cascas de ovos, proposto neste
trabalho, também foi determinado a partir das curvas analiticas do fipronil preparadas em solvente e
no extrato da matriz. O efeito matriz foi determinado qualitativamente através da comparagao das
inclinacdes das curvas, em que a falta de paralelismo entre as duas retas indica a presenca de efeito
matriz no método. Como pode ser observado na Figura 7, as retas ndo sdo totalmente paralelas,
portanto, apresentam efeito matriz. Esse efeito matriz foi quantificado a partir da Equacdo 4 para
avaliar sua importancia na resposta. O valor encontrado foi de +18,3 %, indicando que a presenca de
componentes da matriz no extrato aumenta a resposta do fipronil. Porém, a porcentagem do efeito
matriz pode ser considerada ndo significativa, ou o método ser isento de efeito matriz, quando se
encontra abaixo de 20 % (ECONOMOU et al., 2009). Assim, o método nao apresenta efeito matriz

significativo na determinacao de fipronil nas amostras de cascas de ovos.

4.2.5 Exatiddo e precisdao do método

Quando se propdoe novos métodos analiticos se faz necessario que se avalie a precisao e
exatiddo do método. Esses parametros foram medidos através das extragdes SLE-LTP de fipronil de
cascas de ovos pelo método otimizado em sextuplicatas a partir de dois niveis de fortificagdo das
amostras. As extragdes foram realizadas também em trés dias distintos para avaliagdo da
reprodutibilidade do método dentro do laboratorio (ensaio inter-dias ou precisdo intermedidria). A
precisdo do método foi obtida pelos valores de RSD das medidas realizadas em um mesmo dia ou em
dias diferentes. A exatiddo do método SLE-LTP foi avaliada a partir de ensaios de recuperagdo do
fipronil fortificado nas cascas de ovos. As porcentagens de recuperagdo foram as medidas da exatidao
do método. Os valores de recuperacao e de desvios padrdo relativos para os ensaios realizados estao

apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 — Porcentagens de recuperagdo do fipronil em cascas de ovos, empregando o método SLE-LTP.

[Fipronil] 1° dia 2° dia 3° dia Total
(mgmL') |n R(%) RSD(%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) RSD (%)
1 93,0 92,0 107,0
2 893 92,6 95,5
25,0 > oLe 2,82 1037 5,83 1o 7,02 6,14
(5xLOQ) | 4 88,0 ’ 98,5 ’ 99,8 ’ ’
5 950 99,1 89,7
6 93,0 91,6 94,9
1 99,1 101,0 102,3
2 952 107,6 102,2
50,0 3 100,1 454 107,8 . 100,0 o6 00
(10LOQ) | 4 894 ’ 104,8 ’ 115,0 ’ ’
5 89,6 100,0 93,3
6 933 94,2 99,3

Avaliando os dados apresentados na Tabela 10 para as extragdes em dois niveis distintos de
fortificagdo de fipronil nas cascas de ovos foi possivel recuperar o inseticida com taxas de 88,0-115,0
% e com desvios padrdo relativos inferiores a 7,06 %. De acordo com o guia de validagao
SANTE/12682/2019 para que um método seja considerado preciso € necessario que um RSD seja
inferior a 20 %. Assim, o método SLE-LTP pode ser considerado preciso, tanto em nivel de
repetibilidade (precisdo intra dia) quanto de reprodutibilidade dentro do laboratorio (precisdo entre
dias). O método pode ser considerado de boa exatiddo, uma vez que as taxas de recuperacao obtidas
para o fipronil neste estudo ficou dentro da faixa de 70-120 % (SANTE, 2020).

O método SLE-LTP para a extragdo de fipronil de cascas de ovos apresentou resultados de
exatiddo e precis@o no minimo similares a outros métodos na literatura. Para citar alguns exemplos,
o método SLE-LTP empregado para extracdo de agrotoxicos de ovos de jacaré obteve taxa de
recuperagao média de 61 % com RSD de 15 % para os agrotoxicos organofosforados (SOUSA et al.,
2014). A determinagao de fipronil em carnes e gordura bovina, empregando o método QuEChERS,

apresentou taxas de recuperacao 70-112 % com RSD 1-27 % (SARTARELLI et al., 2012).
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4.2.6 Estudo da robustez do método

Para avaliar a robustez do método de determinacao de fipronil de cascas de ovos foi aplicado
o teste de Youden (YOUDEN; STEINER, 1975). Pequenas modificagdes foram realizadas nas
condi¢Oes otimizadas de sete varidveis do método proposto. De acordo com o teste proposto por
Youden, foram realizadas oito extragdes do fipronil das cascas de ovos pelo método SLE-LTP,
combinando as condigdes otimizadas e ligeiramente modificadas das sete variaveis (Tabela 4). Estas
variagdes simulam pequenas alteragdes nas condigdes do método durante as analises de rotina. A
robustez do método analitico foi determinada a partir dos efeitos de cada varidvel nos dois niveis
estudados a partir da diferenca de recuperacdo do fipronil nestas condicdes, ou seja, a robustez do
método foi medida pela diferenca das taxas de recuperagdo na condi¢ao 6tima e na modificada para

sete variaveis. Os resultados destes efeitos estdo apresentados na Figura 8.

Figura 8 — Avaliagao da robustez do método SLE-LTP a partir da variagdo deliberada dos niveis de sete

variaveis, conforme sugerido por YOUDEN e STEINER (1975).
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De acordo com os resultados da Figura 8, o método de determinagao do fipronil em cascas de
ovos mostrou que pequenas variagdes das condi¢des experimentais na preparacdo das amostras
(método SLE-LTP) e na quantificagdo (HPLC-DAD) ndo alteram de forma significativa a taxa de
recuperagdao do fipronil. A maior diferenga nas taxas de recuperagdes ocorreu para mudanca da
composi¢ao da fase mével em termos da porcentagem de metanol em 2 %, de 70 % para 68 %. Essa
mudanga altera o tempo de retencdo do fipronil e dos componentes da amostra coextraidos pelo

método, afetando a resposta em 4,82 %. Considerando que a variagdo da taxa de recuperacao no



42

estudo ficou dentro da faixa de 70 a 120 % para todas as condi¢des avaliadas, o método se mostra

robusto para analises de rotinas.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi desenvolvido e otimizado um método de extracdo (ESL-PBT) de residuos
de agrotoxico em cascas de ovos, com analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia e detecgdo
UV por arranjo de diodos, o qual mostrou 6tima eficiéncia na recuperacao e detectabilidade adequada
para a determinacao de residuos do agrotoxico fipronil.

As figuras de método avaliadas, como a seletividade, o LOQ, a linearidade, o efeito matriz, a
exatiddo/precisdo e a robustez mostraram que o método proposto ¢ adequado para a finalidade
desejada, atendendo os critérios de aceitacdo de agéncias regulamentadoras nacionais e
internacionais. Apesar do detector ndo apresentar niveis de detectabilidade na mesma ordem de
grandeza da espectrometria de massas, o detector por arranjo de diodos possibilitou valores de LOQ
para o fipronil no minimo comparaveis a outros métodos disponiveis na literatura e abaixo do limite
maximo residual para o fipronil em ovos.

As aplicacdes realizadas que foram citadas acima tiveram seu método e resultados utilizados

na escrita de um artigo recém-publicado na revista Microchemical Journal.
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