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Resumo - Atualmente, a cipermetrina e deltametrina sdo inseticidas amplamente utilizados na agricultura e na medicina,

devido a sua eficiéncia no controle de insetos e pragas, apresentarem baixa toxicidade aos mamiferos e aves, e persistirem menos no
meio ambiente. No entanto, estes piretroides sdo altamente toxicos para organismos aquaticos e podem alcangar 0 ecossistema
aquatico por uma variedade de mecanismos, tornando-os vulneraveis a contaminagdo. Diante disso, a regido do Baixo S&o Francisco
de Sergipe apresenta-se como uma area preocupante, pois ja foi identificado a utilizacdo da cipermetrina e deltametrina na regido e
existe a proximidade entre as atividades agricolas e a atividade piscicola. Com isso, 0 objetivo do presente estudo foi identificar e
avaliar a concentracdo de residuos de piretroides no sedimento das pisciculturas assim como sua bioconcentragdo no musculo de
Tambaquis cultivados na regido do Baixo S8o Francisco sergipano. Para isto, as coletas foram realizadas em dez pisciculturas no
periodo seco e sete no periodo chuvoso, sendo coletados 500g de sedimento e capturados cinco peixes por piscicultura. Os
parametros de agua de cada piscicultura foram aferidos e posteriormente os peixes foram coletados, transportados até o laboratério
para posterior eutanasia e coleta do tecido muscular. Apds a retirada de 50 g de masculo, de cada peixe, este material foi armazenado
a - 20°C até o momento da analise por cromatografia delgada e liquida. Para observar a eficiéncia do método extrativo foi realizada a
avaliacdo do solvente. Uma inducéo da contaminacdo em alevinos de Tambaquis por cipermetrina e deltametrina foi realizada e
entdo retirada um grama de tecido muscular desses animais e realizada a extragao liquido-liquido com cinco tipos de solvente, sendo
analisados por cromatografia de camada delgada (CCD) e cromatografia de alta eficiéncia (CLAE). Para o sedimento, aliquotas de
amostras coletadas foram submetidas a extragdo por cloroférmio e entdo analisadas em CCD e CLAE. No teste de avaliacdo do
melhor solvente extrativo do musculo observou-se que o acetato de etila apresentou um resultado mais satisfatorio, e quando
analisadas pela CCD mostrou que as amostras apresentaram uma possivel contaminacdo por piretroides, porém nenhuma delas
apresentou contaminagdo por cipermetrina e deltametrina ao serem analisadas no CLAE. Para o sedimento ndo foi observada
contaminacdo por piretroides nas pisciculturas pela analise de CCD e CLAE. Através deste trabalho ndo foi detectada a
contaminagdo do sedimento das pisciculturas e nem bioconcentragdo nos animais, porém destaca-se a importancia de novas
investigacBes para a presenca de outros contaminantes nos tambaquis.

Termos para indexagdo: CCD, cipermetrina, CLAE, contaminacgéo, deltametrina, peixe.

Introducéo

Os inseticidas sdo utilizados na agricultura para o controle de pragas a fim de aumentar a producdo. Além disso, sdo utilizados para
uso doméstico no controle de insetos como mosquitos, moscas e térmitas e na medicina contra piolhos. (Kog et al., 2012).

Dentre os inseticidas, se destacam a cipermetrina e a deltametrina, que pertencem a classe dos piretroides, sendo utilizados por
apresentarem alta eficiéncia em baixas dosagens, serem poucos nocivos aos mamiferos e aves, ja que apresentam uma rapida
metabolizacdo do produto e consequentemente menor probabilidade de acumular e sdo menos persistentes no meio ambiente em
relagdo a organoclorados, organofosforados e carbamatos. (Aznar-Alemany et al., 2017).

Porém, os piretroides podem alcangar o ecossistema aquatico por uma variedade de mecanismos, incluindo lixiviacdo, escoamento
superficial ou deposicdo atmosférica. Essa facilidade com que esses contaminantes podem alcancar os corpos hidricos, e associar-se
as particulas solidas suspensas e sedimento, exple 0s organismos aquaticos a contaminacgdo, seja através da ingestdo ou
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simplesmente pelo proprio contato com as particulas do sedimento ou agua. Nesse sentido, os peixes ficam vulneraveis
a contaminacdo seja pela dieta ou pela facil absor¢do através das branquias, devido ao carater lipofilico desses compostos.
(Santos et al., 2014; Britto et al., 2015).

Os piretroides sdo altamente téxicos para 0s peixes e quando expostos a concentragdes consideradas subletais tendem a
bioconcentrar. Este fato foi evidenciado por Aznar-Alemany et al. (2017) que identificaram concentragdes de piretroides em salmdes
cultivados (1.31£1.39 ng/g) e selvagens (0.02+ 0.03 ng/g). O principal motivo dessa bioconcentracao é devido a lenta metabolizacdo
desses compostos pelos peixes, quando comparada aos mamiferos e aves, retardando o processo de excrecdo. (Lewis et al., 2016;
Svartz et al., 2016).

A biococentragdo dos piretroides em peixes pode acarretar em problemas futuros para a salde publica, uma vez que estes peixes
contaminados podem ser destinados ao consumo humano. Com isso a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) determinou
a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) para alguns piretroides, como a da deltametrina e cipermetrina, com valores de 0,01 mg/kg e 0,05
mg/kg peso corpdreo, respectivamente (Anvisa, 2016).

Devido aos efeitos toxicos acima mencionados, a evidéncia da bioconcentragdo de piretroides em peixes, a regido do Baixo Sdo
Francisco de Sergipe se tornou uma area de risco, pois na mesma foi relatado o uso de cipermetrina e deltametrina nas atividades
agricolas (Britto et al., 2015) desenvolvidas préximas as areas de pisciculturas. Desta forma o presente estudo tem como objetivo
avaliar a contaminacdo do sedimento e a bioconcentracdo dos piretroides, em especifico a cipermetrina e deltametrina, em
pisciculturas da regido do Baixo S&o Francisco.

Material e Métodos

Coleta das amostras na Regido do Baixo Sdo Francisco Sergipano.

As coletas de sedimento e dos Tambaquis (Colossoma macropomum) foram realizadas no periodo seco (de outubro de 2016 a
fevereiro de 2017, n=10) e chuvoso (agosto a outubro de 2017, n=7) em pisciculturas situadas no municipio de Propria, na regido do
Baixo Sao Francisco Sergipano. Foram coletados 500g de sedimento e cinco peixes em cada piscicultura. Dez centimetros da regido
superficial do sedimento foram retirados com auxilio de uma p4a, armazenados em um frasco de polietileno e transportados em
refrigeracdo. Ja os espécimes foram capturados e transportados com aeragdo constante até o laboratério de aquicultura situado na
Embrapa Tabuleiros Costeiro para a preparagdo e analises das amostras. No momento da coletada, em cada piscicultura os
parametros de agua foram mensurados: o pH mesurado com a utilizacdo de pHmetro Akrom modelo KR20; o oxigénio dissolvido
(OD) e a temperatura com a utilizagdo de uma sonda multiparametros HANNA modelo HI93715 e condutividade elétrica (CE) por
auxilio de uma sonda YSI modelo 55-12FT.

Preparagédo das amostras

As amostras de sedimento foram armazenadas em frasco de polietileno, protegidos da incidéncia de luz e mantidos a -20 °C até
momento da analise. J& 0s peixes coletados tiveram seu peso, comprimento total e padrdo aferidos e posteriormente foram
eutanasiados por seccdo medular para a coleta do masculo (CEUA - Unit n° 04815R). Este material foi identificado e mantido a
-20 °C até o momento da andlise. A porgdo muscular era constituida de 50g de tecido muscular retirado da regido latero-dorsal
sempre do lado esquerdo.

Preparo das solugdes padroes dos piretroides

Foram preparadas solugdes estoque dos padrdes de cipermetrina (C22H19CI2NO3) e deltametrina (C22H19Br2NO3) (Sigma-
Aldrich®). Os padrdes foram diluidos em Metanol (J.T. Baker®, HPLC — Grade) na concentracdo de 100 ug/L. Cada solugdo foi
submetida a banho de ultrassom durante 30 minutos e entdo filtradas com membrana PTFE — 0.45 pm (Chromafil® Xtra PTFE).
Estas foram utilizadas durante as analises cromatograficas como controle do procedimento analitico.

Avaliacao de solventes extratores

Um experimento foi realizado para determinar o melhor processo de extragdo de piretroides do musculo. Para tanto, foi utilizado um
total de 36 alevinos de tambaqui, sendo 18 expostos a cipermetrina e 18 a deltametrina. Para cada tipo de piretroide foi realizada a
formulagdo de uma solugdo mde que consistia em 99% de agua deionizada e 1% do produto. Com isso, 0s peixes (peso médio:
4,09 g) foram expostos a trés concentracBes subletais de cipermetrina (0,0035 mg/L, 0,007 mg/L, 0,0105 mg/L) e
deltametrina (0,007 mg/L, 0,010 mg/L, 0,015 mg/L), em recipientes com um volume de trés litros, em duplicata e constantemente
aerados. Foram avaliados diferentes tipos de solventes extratores baseados na literatura, sendo eles: Acetato de etila - agua (4:1),
Cloroférmio — agua (1:1), Diclorometano — agua (1:1), Hexano — agua (1:1), Isopropanol - agua (4:1) (Alemany et al., 2017,
Jabeen et al., 2015; Jia et al., 2012; Mao et al., 1993)
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Para cada tipo de solvente extrator foi utilizado 1 g de tecido muscular de cada animal previamente contaminado, esse material foi
macerado em gral com auxilio do pistilo, e em sequéncia foi adicionado um total de 6 mL de cada solvente extrator. Essa mistura foi
submetida ao vértex durante 5 min., posteriormente filtrada em papel filtro Qualy (205 pum), sopradas com um fluxo de nitrogénio
gasoso até a secagem do solvente extrator, reconstituidas com 1,5 mL de metanol e transferidas para vials. Por fim, foi feita a analise
de cada amostra por cromatografia em camada delgada (CCD) e liquida (CLAE).

O processo de extracdo de cada amostra de sedimento foi realizada de forma semelhante ao descrito para o musculo, porém
utilizando o cloroférmio como solvente extrator como sugerido por Wang et al. (2011)

Extragdes dos piretroides do sedimento e musculo dos peixes nas pisciculturas do Baixo Sao Francisco

Para o processo de extracdo, cada amostra muscular foi descongelada em geladeira a uma temperatura de 4 °C, na sequéncia, 1 g de
um pool de tecido muscular constituido de porgGes iguais dos cinco peixes coletados em cada piscicultura foi macerado em um gral
com auxilio de um pistilo. Foi adicionado a amostra, 6 mL de acetato de etila (Synth ®, P.A — A.C.S.) (acetato de etila - agua (4:1))
(melhor resultado obtido no teste anterior) em tubos de ensaios e submetido ao vértex durante 5 min.

Em seguida, as amostras foram filtradas em papel filtro Qualy (205 um) (Figura 3), sopradas com um fluxo de nitrogénio gasoso até
a secagem do solvente extrator, reconstituidas com 1,5 mL de metanol e transferidas para vials. Por fim, as amostras foram
novamente filtradas com filtros de membrana (PTFE — 0.45 um) para posteriormente serem analisadas em CCD e CLAE
(Jabeen et al., 2015;JIA et al., 2012).

Para a analise das amostras de sedimento, as mesmas foram descongeladas em geladeira a uma temperatura de 4°C e entdo foi pesado
1 g de sedimento de cada piscicultura. Em seguida, a amostra foi solubilizada em 3 mL de agua destilada no vortex durante 1 min, na
sequéncia foi adicionado 7,5 mL cloroférmio (VETEC®, P.A — A.C.S.) e homogeneizado no vértex durante 1 min, feito isso a
solucéo foi transferida para o filtro de separacdo onde foi novamente homogeneizada manualmente. Para a separa¢do do analito na
mistura foi necessario 10 min até a decantacdo completa. Posteriormente, as amostras foram filtradas com papel filtro Qualy
(205 um), sopradas com um fluxo de nitrogénio gasoso até a secagem do solvente extrator, reconstituidas com 1,5 mL de metanol e
transferidas para vials (Wang et al., 2011)

Condigdes cromatograficas para analise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

De posse dos extratos, estes foram submetidos as analises por CCD. Estas foram realizadas em cromatofolhas de silica gel 60 F254
(Merck, Darmstadt, Alemanha). Aliquotas (10 pL) de solu¢do metanodlica de cada amostra do extrato do musculo e sedimento foram
aplicadas e comparadas com padrdo de cipermetrina e deltamentrina na concentracdo de 100 pg/mL. A Fase movel utilizada foi
EtOAc-HCOOH-ACcOH-H20 (100 : 11 : 11: 26, v:v).

Os cromatogramas foram desenvolvidos em cubas saturadas. A visualizagdo das manchas correspondentes aos piretroides foi feita
com auxilio de luz ultavioleta, a 254 nm, em camara ultravioleta Spectroline CM-10 (César et al., 2007), e entdo determinados o0s
fatores de retencdo segundo Medham et al., (2002)

Analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE)

As analises por CLAE foram realizadas em um cromatégrafo liquido da marca Shimadzu®, determinadas em uma coluna analitica
Shim-Pack® C18- 250 x 4,6 mm (5 um tamanho de particula), conectada & uma pré-coluna Phenomenex® C18- 30 x 4 mm (4 um
tamanho de particula). Como fase movél foi utilizada agua ultrapura (A) e acetonitrila (B). As analises foram realizadas utilizando
um sistema gradiente de eluicdo, iniciando com 70% de B durante 1 minuto, 70- 95% de B durante 1 -2 minutos, 95-100% de B
durante 2minutos-10 minutos, 100%-70% de B durante 10 minutos-15 minutos, retornando as condigfes iniciais e finalizando a
analises.

Resultados e Discussao

Durante o projeto ndo foram observadas mortalidades de peixes nas pisciculturas amostradas e os parametros da qualidade de agua
das pisciculturas apresentaram condicOes ideais para cultivo de Colossoma macropomum (Silva e Fujimoto, 2015) com média de
temperatura de 28,1°C; 6,5 (mg.L™) de oxigénio dissolvido; 8,01 de pH; e 0,47 (mS.cm™®) de condutividade elétrica.

Os piretroides sdo considerados compostos complexos de serem analisados devido a grande quantidade de analogos e isémeros
encontrados em sua molécula (Santos, 2007). Devido a isso, técnicas simples, de rapida deteccdo e de baixo custo se tornam
interessantes para a identificacdo desses compostos, como por exemplo, a cromatografia em camada delgada (Degani et al., 1998)
Através deste teste foi possivel observar que dentre os cincos tipos de solventes utilizados, o isopropanol — agua (4:1) e o acetato de
etila - agua (4:1) foram os solventes que apresentam os tempos de retencédo de 0,90 e 0,83, respectivamente, semelhantes aos padroes
analiticos (F,=0,94).
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Diante disso, o solvente utilizado na analise de tecido muscular foi o acetato de etila, devido este ser mais volatil comparado ao
isopropanol (Brisco, 2016), 0 que otimizou o tempo de extragdo, como também possibilitou a redugdo de custo devido a menor
quantidade de gas utilizado no processo de secagem. Vieira et al. (2007) também observou que o acetato de etila se mostrou o melhor
solvente extrator devido a caracteristica hidrofobica dos piretroides, que possui uma maior afinidade por moléculas polares como o
acetato de etila, facilitando assim a extracdo dos piretroides.

Ao realizar a cromatografia delgada nas 17 amostras (pool do masculo dos Tambaquis coletados na regido) foram observados fatores
de retencdo semelhantes aos dos padrdes (F,= 0,924), indicando assim uma possivel contaminacao por piretroides (Tabelal).

Tabela 1. Fatores de retencdo (F,) das amostras de sedimento e musculo advindas das pisciculturas da regido do Baixo S&o

Francisco.

Periodo Seco Periodo Chuv. Periodo Seco Periodo Chuv.
Musculo Mdsculo Sedimento Sedimento

P2 Piscicultura 0,873 0,888 Nao detectado Nao detectado
P6 Piscicultura 0,871 0,944 Né&o detectado Né&o detectado
P8 Piscicultura 0,932 0,951 Nao detectado Nao detectado
P11 Piscicultura 0,937 0,932 Né&o detectado Né&o detectado
P12 Piscicultura 0,938 0,920 Né&o detectado Né&o detectado
P13 Piscicultura 0,938 - Nao detectado Nao detectado
P17 Piscicultura 0,944 Né&o detectado Né&o detectado
P19 Piscicultura 0,924 - Nao detectado Nao detectado
P 23 Piscicultura 0,937 0,921 Né&o detectado Né&o detectado
P 24 Piscicultura 0,938 0,939 Nao detectado Nao detectado

No entanto, quando as amostras foram analisadas por CLAE nao foi possivel identificar a presenca da cipermetrina e deltametrina
nas amostras. Os resultados através das duas metodologias podem ser explicados pela diferenca entre a precisdo de cada uma das
técnicas, sendo a CCD de baixa exatiddo e a CLAE de alta (Freedman et al., 1984). Na técnica considerada mais simples, os fatores
de retencdo semelhantes aos dos padroes analiticos pode ser explicada devido estruturas quimicas semelhantes a alguns outros
piretroides , como por exemplo a deltametrina e a flumetrina, onde a Unica diferenca sdo os atomos de halogénio no grupo vinil
(Liang et al., 2010). Este fato indica que as amostras possivelmente estdo contaminadas com outros piretroides que ndo séo a
cipermetrina e a deltametrina, ja& que pelo cromatograma observa-se picos tempos de retencdo diferentes dos padrfes, que
apresentaram tempos de retencdo de 5,2 minutos para cipermetrina e 5,8 minutos para a deltametrina (Figura 1).

T
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Figura 1. Cromatograma da piscicultura 17 periodo chuvoso
demonstrando picos em outros tempos de retengdo que ndo aos
padroes cipermetrina e deltametrina.
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Essa ndo bioconcentragdo no musculo do tambaqui pode ser decorrente de que a espécie é de aguas tropicais, e peixes de
temperaturas mais elevadas apresentam alta taxa metabolica que induz a facil excre¢do de compostos quimicos, o que possivelmente
permitiu maior facilidade em excretar os piretroides (Howe et al., 1994).

Além desse fator, a regido do Baixo Sdo Francisco por se situar numa regido de clima tropical, apresenta altas taxas de incidéncia de
luz solar, o que pode ter interferido na presenca desses piretroides no ambiente, tendo em vista que sdo substancias muito sensiveis a
luz, reduzindo assim o tempo de meia vida que pode variar de 17 a 110 dias e impedindo assim a bioconcentracdo desses produtos.
Além disso, nosso trabalho observou que as aguas da regido apresentaram um pH médio de 8,01, considerado alcalino, tornando os
piretroides mais instaveis, pois quando dispersos em solugfes aquosas 0s piretroides ficam mais susceptiveis a hidrdlise (Laskowski,
2002). Esses fatores podem ter influenciado também na presenca da cipermetrina e deltametrina nas amostras de sedimento, visto que
ndo foi observada a presenca desses compostos nem por CCD nem por CLAE (Tabela 1 e Figura 2).
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Figura 2. Cromatograma do sedimento da piscicultura 17
periodo chuvoso ndo demonstrando picos em qualquer tempo de
retencgéo.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que apesar dos peixes ndo apresentarem contaminagdo por cipermetrina e deltametrina
no musculo e sedimento, faz-se necessario a realizacdo de futuras analises, para a identificacdo de novos compostos, visto que ja foi
observada a utilizagdo de varios inseticidas na regido (Britto et al., 2015). Além disso, é importante investigar a presenca desses
compostos em outros tecidos dos tambaquis, pois estes produtos podem estar afetando indiretamente na producdo desses animais, e
consequentemente na economia da regido.

Conclusoes

Através deste trabalho ndo foi identificada a presenca de cipermetrina e deltametrina nos musculos e sedimento dos peixes coletados
na regido do Baixo Sdo Francisco Sergipano, porém destaca-se a importancia de novas investigagdes para a presenca de outros
contaminantes nos tambaquis.
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