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RESUMO

A atrazina (ATZ) é um desregulador endócrino asso-
ciado a efeitos tóxicos durante o desenvolvimento 
embrionário. Assim, este estudo teve como objetivo 
desenvolver um protocolo para avaliar a bioacumu-
lação de atrazina em embriões de galinha (Gallus 
gallus). A metodologia utilizada baseou-se no trata-
mento in ovo de três grupos de embriões: um grupo 
controle com injeções de água destilada, um grupo 
tratado com injeções de solução de atrazina a 500 
µg/L e um grupo tratado com injeções de atrazina 
a 1.000 µg/L. A coleta dos embriões ocorreu após 5 
ou 7 dias de incubação. Os embriões foram prepa-
rados para análise utilizando a metodologia QuE-
ChERS (sigla para Quick, Easy, Cheap, Effective, 
Robust, and Safe), seguida de análise por cromato-
grafia líquida de alta eficiência com detector de ar-
ranjo de diodos (HPLC-DAD). A validação analítica 
interna da metodologia foi realizada. Os limites de 
detecção (LD) para ATZ, desisopropilatrazina (DIA) 
e desetilatrazina (DEA) foram de 5 µg/L, 11 µg/L 
e 7 µg/L, e os limites de quantificação (LQ) foram 
de 16 µg/L, 25 µg/L e 22 µg/L, respectivamente. A 
metodologia proposta apresentou resultados satis-
fatórios, com boa repetibilidade (DPR < 18%). Em 
relação aos resultados obtidos, a atrazina e seus 
metabólitos, DIA e DEA, não foram detectados nos 
embriões em nenhuma das concentrações adminis-
tradas. As taxas de mortalidade e de malformações 
também foram avaliadas, mas não foram observa-
das discrepâncias significativas que permitissem 
associar os efeitos da atrazina a desvios no padrão 
de desenvolvimento embrionário. Estudos futuros 
devem ser conduzidos para confirmar se embriões 
de aves são incapazes de bioacumular atrazina e 
para assegurar que o uso desse pesticida não afete 
a saúde animal ao nível de desenvolvimento.
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PALAVRAS-CHAVE

Contaminação de alimentos, toxicidade, validação analítica, agrotóxicos.

ABSTRACT

Atrazine (ATZ) is an endocrine disruptor associated with toxic effects during embryonic development. 
Thus, this study aimed to develop a protocol to evaluate atrazine bioaccumulation in chicken embryos 
(Gallus gallus). The methodology used was based on in ovo treatment of three groups of embryos: 
a control group with injections of distilled water, a group treated with atrazine solution injections at 
500 µg/L, and a group treated with atrazine injections at 1.000 µg/L. Embryo collection occurred 5 
or 7 days after incubation. Embryos were prepared for analysis using the QuEChERS methodology 
(an acronym for Quick, Easy, Cheap, Effective, Robust, and Safe), followed by analysis through high-
-performance liquid chromatography with a diode array detector (HPLC-DAD). In-house analytical va-
lidation of the methodology was performed. The limits of detection (LD) for ATZ, desisopropylatrazine 
(DIA) and desethylatrazine (DEA) were 5 µg/L, 11 µg/L and 7 µg/L, and limits of quantification (LQ) 
were 16 µg/L, 35 µg/L and 22 µg/L respectively. The proposed methodology presented satisfactory 
results with good repeatability (RSD < 18%). Regarding the results obtained, atrazine and its metabo-
lites, DIA and DEA, were not detected in embryos at any of the administered concentrations. Mortality 
and malformation rates were also evaluated, but no significant discrepancies were able to associate 
the effects of atrazine with deviations from the embryonic developmental pattern. Future studies 
should be conducted to confirm if bird embryos are incapable of bioaccumulating atrazine and to 
ensure that the use of this pesticide does not affect the health of animals at the developmental level.

KEYWORDS

Food contamination, toxicity, analytical validation, pesticides.

RESUMEN

La atrazina (ATZ) es un disruptor endocrino asociado a efectos tóxicos durante el desarrollo embrio-
nario. Así, este estudio tuvo como objetivo desarrollar un protocolo para evaluar la bioacumulación 
de atrazina en embriones de gallina (Gallus gallus). La metodología utilizada se basó en el tratamien-
to in ovo de tres grupos de embriones: un grupo control con inyecciones de agua destilada, un grupo 
tratado con inyecciones de solución de atrazina a 500 µg/L y un grupo tratado con inyecciones de 
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atrazina a 1.000 µg/L. La recolección de los embriones se realizó 5 o 7 días después de la incubación. 
Los embriones fueron preparados para el análisis mediante la metodología QuEChERS (acrónimo de 
Quick, Easy, Cheap, Effective, Robust and Safe), seguida del análisis por cromatografía líquida de alta 
resolución con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD). Se realizó la validación analítica interna de 
la metodología. Los límites de detección (LD) para ATZ, desisopropilatrazina (DIA) y desetilatrazina 
(DEA) fueron de 5 µg/L, 11 µg/L y 7 µg/L, respectivamente, y los límites de cuantificación (LQ) fueron 
de 16 µg/L, 35 µg/L y 22 µg/L, respectivamente. La metodología propuesta presentó resultados sa-
tisfactorios, con buena repetibilidad (RSD < 18%). En cuanto a los resultados obtenidos, la atrazina y 
sus metabolitos, DIA y DEA, no fueron detectados en los embriones en ninguna de las concentracio-
nes administradas. También se evaluaron las tasas de mortalidad y malformación, pero no se obser-
varon discrepancias significativas que permitieran asociar los efectos de la atrazina con desviaciones 
del patrón normal de desarrollo embrionario. Estudios futuros deben llevarse a cabo para confirmar 
si los embriones de aves son incapaces de bioacumular atrazina y para asegurar que el uso de este 
pesticida no afecta la salud de los animales a nivel del desarrollo.

PALABRAS CLAVE

Contaminación alimentaria, toxicidad, validación analítica, pesticidas.

1 INTRODUÇÃO

O uso de agrotóxicos tem contribuído para o aumento da produtividade agrícola, entretanto, sua 
aplicação excessiva ou inadequada pode resultar na contaminação do meio ambiente (JARDIM et al., 
2009). No Brasil, um dos maiores produtores mundiais de milho (RESENDE et al., 2019), essa preocu-
pação torna-se especialmente relevante, uma vez que a cultura do milho está fortemente associada 
ao uso do herbicida atrazina (ATZ). Além disso, a União Europeia constitui um dos principais mercados 
de exportação brasileiros (MEGIATO et al., 2016), o que reforça a necessidade de controle rigoroso 
de resíduos de agrotóxicos. Considerando que o milho é amplamente utilizado como matéria-prima 
na produção de ração animal (MALLMANN et al., 2019), os resíduos de atrazina e de seus produtos 
de degradação podem alcançar a cadeia alimentar, sendo detectados em produtos de origem animal, 
como carnes, leite, derivados e ovos (HONG et al., 2022).

A ATZ (6-cloro-N-etil-N’-(1-metiletil)-1,3,5-triazina-2,4-diamina) é um herbicida sintético do gru-
po das triazinas, e apresenta cloro em sua composição, o que faz com que se encaixe na grande família 
dos organoclorados (HANSEN et al., 2013). A decomposição da ATZ gera diversos metabólitos, e as ro-
tas mais relatadas envolvem a hidrólise, desalquilação, descloração e desaminação da ATZ (BURKEN; 
SCHNOOR, 1997; GHOSH; PHILIP, 2006; BARR et al., 2007; ROSTAMI et al., 2021). A N-desalquilação 
da ATZ forma seus dois principais metabólitos, a deetilatrazina (DEA) e a deisopropilatrazina (DIA).
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Diversos estudos de toxicidade têm avaliado os efeitos da ATZ em mamíferos e aves adultas (DON-
NA et al., 1986; KORNILOVSKAYA et al., 1996; WILHELMS et al., 2005; HUSSAIN et al., 2010), cuja 
exposição ocorre principalmente por meio da ingestão de água e alimentos contaminados (SMITH 
et al., 2021). Entretanto, ainda são escassas as informações sobre os efeitos da ATZ durante o 
desenvolvimento embrionário, especialmente no que se refere à sua bioacumulação e aos possíveis 
impactos sobre os padrões normais de desenvolvimento.

Os embriões de galinha-doméstica (Gallus gallus) são amplamente reconhecidos como um mode-
lo biológico consolidado na pesquisa básica, em razão de suas características bem estabelecidas e da 
disponibilidade de metodologias específicas para estudos em embriologia (VILCHES-MOURE, 2019). 
Nesse contexto, ovos de galinha têm sido empregados como modelo experimental em bioensaios de 
toxicidade envolvendo diferentes classes de contaminantes, incluindo metais pesados (BOJARSKI et 
al., 2022), nanomateriais (SCALISI et al., 2020), toxinas de origem animal (JIAO et al., 2021), toxinas 
microbianas (BRYŁA et al., 2023) e agrotóxicos (FRY et al., 1995; ARCAIN et al., 2021).

Embora alguns estudos tenham demonstrado efeitos adversos da ATZ sobre o desenvolvimento 
embrionário da galinha-doméstica (MATSUSHITA et al., 2006), ainda são limitadas as informações 
sobre sua bioacumulação nesse estágio de desenvolvimento. A bioacumulação consiste na absorção 
gradual de uma substância pelo organismo, resultando no aumento de sua concentração ao longo 
do tempo (STREIT, 1992). Nesse sentido, a ATZ apresenta potencial de bioacumulação em diferentes 
compartimentos biológicos, como peixes (PREEZ; VUREN, 1992), plantas (PÉREZ et al., 2022) e teci-
dos de aves predatórias, incluindo músculos e fígado, por meio da ingestão de presas contaminadas 
(REINDL et al., 2015). Entretanto, a escassez de estudos voltados à avaliação da bioacumulação de 
ATZ em embriões limita a compreensão de seus potenciais efeitos durante o desenvolvimento inicial, 
reforçando a relevância do uso de Gallus gallus como modelo biológico para essa investigação.

O método QuEChERS (‘Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe’) destaca-se pela sua 
eficiência no preparo de amostras biológicas destinadas à análise de pesticidas e contaminantes 
emergentes em matrizes complexas (FILIGENZI et al., 2019; SLÁMOVÁ et al., 2020; NOGUEIRA et al., 
2024). Embora existam estudos que aplicaram o método QuEChERS em ovos de galinha para a deter-
minação de resíduos de pesticidas (OZGUR et al., 2021), bem como em modelos embrionários aquá-
ticos, como embriões de peixe-zebra (KURTH et al., 2017), a aplicação desse método em embriões de 
Gallus gallus submetidos a tratamento in ovo, associada à avaliação da bioacumulação de atrazina 
e seus metabólitos, ainda não foi adequadamente explorada. 

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo desenvolver e validar um protocolo ana-
lítico para a determinação da bioacumulação de ATZ e de seus metabólitos DIA e DEA em em-
briões de galinha (Gallus gallus), utilizando a metodologia QuEChERS para extração e preparo 
das amostras, seguida de análise por cromatografia líquida de alta eficiência com detector de 
arranjo de diodos (HPLC-DAD).
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2 MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Reagentes, insumos cromatográficos e desenho experimental

Os padrões analíticos ATZ (99,1%), DIA (97,5%) e DEA (99,5%), acetonitrila (HPLC grade ≥ 99,0%), 
sulfato de magnésio (MgSO

4
) anidro, C18 e PSA foram obtidos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, 

USA). A água ultra-pura foi obtida por meio do sistema de purificação de água Elga (Purelab Option 
– Q), com resistividade de 18,2 MΩ cm. Os demais reagentes utilizados foram de grau analítico (PA). 
Preparou-se uma solução de ATZ a 1000 mg/L em acetonitrila, e por diluição em água ultrapura, 
prepararam-se as soluções a 500 e 1000 µg/L, empregadas no tratamento dos embriões.

Os ovos foram obtidos por um comerciante orgânico local de Foz do Iguaçu, Paraná, entre os meses 
de julho e setembro de 2023 (n = 131). Os tratamentos foram realizados em experimentos indepen-
dentes, sendo em quadruplicata para o tratamento 1 e duplicata para o tratamento 2, havendo con-
troles individuais para cada repetição, para tornar a amostra o mais homogênea possível. O controle 
foi realizado utilizando água destilada autoclavada (n = 60) e para os tratamentos, utilizou-se solução 
de ATZ a 500 µg/L (tratamento 1) (n = 48) e a 1.000 µg/L (tratamento 2) (n = 23). Essas concentrações 
foram escolhidas com base em experimentos anteriores (FISCHER et al., 2021; UTZIG et al., 2021). 

2.2 Tratamento, coleta e análise dos embriões

O presente trabalho está conforme os padrões éticos estabelecidos pela Lei de Procedimentos 
para o Uso Científico de Animais (Lei Nº 11.794, de 8 de outubro de 2008), e foi aprovado pela Co-
missão de Ética Animal da UNILA (Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA – UNILA) (processo 
número 23422.013434/2023-17).

No dia zero, os ovos fertilizados (n =131) foram limpos, pesados em balança analítica e verificados 
para rachaduras na casca, sendo realizado o descarte de ovos danificados. Em seguida, os ovos intac-
tos foram contaminados de forma aguda, por meio de uma única injeção na câmara de ar (ARCAIN et 
al., 2021; FISCHER et al., 2021; UTZIG et al., 2021), em capela exaustora de gases. Por meio de uma 
abertura de aproximadamente 1 mm (feita com a ponta de uma tesoura esterilizada) foi injetado 1 
µL da concentração específica do agrotóxico diluído em água ou apenas água (controle) para cada 
grama de ovo (conforme ARCAIN et al., 2021). Considerando a massa dos ovos (41,37 - 65,52 g), esta 
proporção variou de 41,37 a 65,52 μL/g. Após a inoculação, a abertura foi fechada com cola quente. 
Os ovos foram mantidos em incubadora a 37,5 ± 0,3°C, com umidade constante e virador automático 
por um período de 5 ou 7 dias, mantidos em posição vertical com a câmara de ovos voltada para cima 
durante as primeiras 2 horas e, a partir de então, horizontalmente.

No dia 5 (tratamento 2, controles n = 12 e tratados = 23) ou 7 (tratamento 1, controles n = 48 e 
tratados n = 48) de incubação foi realizada a coleta dos embriões, por meio da abertura de janela 
(conforme ARCAIN et al., 2021). Foi então verificada a mortalidade dos embriões, sendo os embriões 
classificados em vivos, mortos ou ausência de embrião (Figura 1). Os ovos não fertilizados foram des-



Sa
úd

e 
e 

Am
bi

en
te

Interfaces Científicas • Aracaju • V.10 • N.2 • p. 89-106 • Fluxo Contínuo • 2026• 94 •

considerados das análises. Em seguida o embrião foi retirado do ovo, limpo das membranas extraem-
brionárias em PBS, e analisado para malformações em lupa. Foi realizado o estadiamento do embrião 
segundo Hamburger e Hamilton (1992) e a pesagem em balança analítica. Por fim, os embriões foram 
armazenados em tubos falcon e levados ao freezer a −20°C. Os testes cromatográficos foram realizados 
com os embriões vivos ou mortos, porém detectáveis no momento da coleta.

Para avaliar as diferenças estatísticas de mortalidade, taxa de malformações, peso e estadiamento dos 
embriões, foram considerados apenas os embriões do tratamento 1 (ATZ a 500 µg/L) e respectivo controle 
(n = 71). Na análise de mortalidade foram considerados mortos embriões detectáveis (n = 17), sendo ava-
liada a presença de batimento cardíaco no momento da abertura do ovo, descartando das análises ovos 
inférteis ou embriões não desenvolvidos (n = 25). Quanto à análise de malformação, peso e estadiamento, 
foram considerados apenas os embriões vivos (n = 54). As variáveis de mortalidade e presença de malfor-
mações foram transformadas em porcentagem. As variáveis de peso (em grama) e estadiamento (em HH) 
foram transformadas em média, levando em conta apenas os dados dos embriões vivos.

2.3 Preparo de amostra empregando QuEChERS

O preparo das amostras de embriões seguiu a metodologia QuEChERS adaptada de Anastas-
siades et al. (2003), Slámová et al. (2020) e Gabardo et al. (2021). Os tubos falcon contendo os 
embriões foram retirados do freezer até atingirem a temperatura ambiente (25oC). As amostras 
foram preparadas a partir de pools de embriões (KURTH et al., 2017), sendo reunidos de 8 a 12 
embriões por tubo, de acordo com a disponibilidade de material biológico obtido a partir de 12 ovos 
incubados, resultando em aproximadamente 5 mL de volume de amostra por tubo. Posteriormente, 
os embriões foram homogeneizados em 10 mL de acetonitrila (1:2, v/v) e triturados em ultra-turrax 
(IKA, T18 ULTRA TURRAX®) por 1 minuto.

Na etapa subsequente, adicionaram-se 4.000 mg de MgSO₄ anidro e 1.000 mg de NaCl. O tubo foi 
imediatamente levado ao vórtex (Phoenix Luferco) por 1 minuto e, em seguida, à centrífuga (Hettich 
Zentrifugen) por 15 minutos a 4.000 rpm. Na etapa de limpeza, 2 mL da fase orgânica obtida após a 
precipitação foram transferidos para um novo tubo Falcon de 15 mL contendo 300 mg de MgSO₄ ani-
dro, 100 mg de C18 e 50 mg de PSA. O tubo foi novamente submetido ao vórtex e centrifugado nas 
mesmas condições previamente descritas. Na etapa final, 1 mL do sobrenadante foi transferido para 
um vial de 2 mL, após filtragem em PTFE hidrofílico de membrana de 0,22 μm. Os vials contendo as 
amostras foram armazenados em um freezer (-20°C) até o momento da análise cromatográfica.

Preparou-se a solução dos padrões analíticos, ATZ, DIA e DEA, individualmente, a 1000 mg/L em 
acetonitrila. Para a curva analítica foi preparado um mix dos padrões a 500 mg/L, e por diluição em 
água ultrapura, prepararam-se as concentrações individuais de 25 µg/L, 50 µg/L, 75 µg/L, 100 µg/L, 
150 µg/L, 250 µg/L, e 300 µg/L. O método QuEChERS foi implementado na construção da curva ana-
lítica em água ultrapura. A metodologia se conduziu da mesma forma, porém no lugar dos embriões, 
foram adicionadas 5 mL das concentrações individuais, seguido da adição de acetonitrila.

Para a validação analítica da metodologia, as curvas analíticas foram preparadas em triplicata. O 
coeficiente de determinação (R²) foi obtido a partir das regressões lineares construídas no Microsoft 
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Excel®, enquanto os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram calculados de acordo com as 
Equações 1 e 2, respectivamente, conforme as diretrizes do Instituto Nacional de Metrologia, Quali-
dade e Tecnologia (INMETRO, 2020). 

LD = 3,3 s/b (1)
LQ = 10 s/b (2)

Onde:
S = desvio padrão da resposta do branco
b = inclinação da curva analítica.
A precisão foi avaliada com base na repetibilidade e na precisão intermediária, conforme descrito 

por Ribeiro et al. (2008).

2.4 Análise cromatográfica

As amostras foram avaliadas por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) (Dionex UltiMa-
te 3000 series, Thermo Fisher Scientific), equipado com detector de fluorescência (FLD), com bomba 
quaternária (LGP-3400 SD), injetor (WSP-3000). Para a separação dos compostos foi implementada 
a coluna de fase reversa ACE 5 C18 (250 x 4,6 mm – 5 µm). As condições cromatográficas seguiram a 
metodologia adaptada de Gabardo et al. (2021), onde foi implementada uma vazão de 0,4 mL/min, a 
temperatura da coluna configurada a  25 °C e o volume de injeção ajustado para 20 µL. 

A fase móvel consistiu em (A) água ultrapura e (B) de acetonitrila. A eluição por gradiente iniciou 
com 20% B, subiu gradualmente a 90% B por 15 min, se manteve constante durante 10 min, voltou 
finalmente a 20% B por 5 min e manteve se assim durante 2 min até o início de uma nova corrida; 
totalizando 32 min. Foram monitorados os comprimentos de onda (λ) de 221 nm foi utilizado para ATZ 
e 213 nm para DIA e DEA, sendo os compostos identificados comparando-se o tempo de retenção e os 
espectros UV dos analitos com padrões conhecidos.

2.5 Análise estatística

Para avaliar as diferenças estatísticas entre os embriões do tratamento 1 e seus respectivos con-
troles, utilizando como variáveis a porcentagem de mortalidade e malformações, assim como as mé-
dias dos pesos e dos estadiamentos dos embriões vivos, a normalidade dos dados foi primeiramente 
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Com base nos resultados de normalidade, o teste t de Student 
foi aplicado para dados com distribuição normal, ou o teste de Mann-Whitney para dados que não 
atenderam aos pressupostos de normalidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Análise dos embriões

Os embriões submetidos ao tratamento 1 (ATZ a 500 µg/L) e respectivo controle foram examina-
dos quanto à mortalidade no momento da coleta, conforme indica a Figura 1.

Figura 1 Análise de mortalidade dos embriões do tratamento 1 (ATZ a 500 µg/L). A: ovo infértil (au-
sência de embrião). A seta vermelha indica o blastodisco infértil; B: embrião vivo no estágio de desen-
volvimento esperado (aproximadamente HH33); C: embrião morto em estágio precoce, a seta verme-
lha indica o embrião; D: embrião morto coletado; E: presença somente de sangue, indicando embrião 
ausente; F: indefinido com membrana esbranquiçada, considerado infértil (embrião ausente).

Fonte: Dados da Pesquisa

As análises demonstraram que não houve diferença entre o grupo controle e o tratamento 1 em 
relação à mortalidade (p = 0,30787) (Figura 2A; material suplementar 1 e 5), mostrando que a concen-
tração de ATZ a 500 µg/L não foi capaz de alterar significativamente a sobrevivência dos embriões, 
em relação aos embriões controle. De forma semelhante, as análises demonstraram que, apesar de o 
grupo tratado ter apresentado um maior número de malformações em relação ao controle (material 
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suplementar 2 e 5), não houve diferença significativa (p = 0,25596) (Figura 2B). Não houve também 
diferença significativa quanto ao peso (p = 0,24135) (Figura 2C; material suplementar 3 e 5) ou esta-
diamento dos embriões (p = 0,37854) (Figura 2D; material suplementar 4 e 5). Resultados prévios do 
nosso grupo indicaram padrão semelhante para o tratamento de embriões com ATZ diluída a 2, 20 
e 200 µg/L (UTZIG et al., 2021). No Brasil, o limite máximo permitido de resíduos deste herbicida foi 
estabelecido em 2 µg/L (Portaria nº 2.914/2011, do Ministério da Saúde). Entretanto, deve-se ressal-
tar que os tratamentos realizados no presente estudo foram de injeção única (teste agudo), e podem 
ocultar os efeitos do consumo crônico desse composto (RATNAIKE, 2003; BRINGOLF et al., 2007; 
YANG et al., 2022) diluído em água potável.

Figura 2 Análise de mortalidade (A), porcentagem de malformação (B), peso em gramas (C) e está-
gios de Hamburger–Hamilton (HH) (D) dos embriões do tratamento 1 e respectivo controle. Barras 
indicam médias ± desvio padrão dos experimentos independentes. Não foram observadas diferenças 
significativas (P≤0,05).

Fonte: Dados da Pesquisa
	
3.2 Análise cromatográfica

A ATZ gera uma grande quantidade de metabólitos (BURKEN; SCHNOOR, 1997), porém as primei-
ras vias de degradação bióticas são responsáveis pela formação dos dois principais metabólitos, o DIA 
e DEA (CABRAL; DI BERNARDO, 2017). A Figura 3 apresenta os cromatogramas obtidos a partir das 
soluções padrão dos analitos, bem como das amostras de embriões dos tratamentos 1 e 2. Os padrões 
analíticos de ATZ, DIA e DEA apresentaram picos bem definidos, com adequada simetria e separa-
ção cromatográfica, sem sobreposição com sinais da matriz, evidenciando a seletividade do método. 
Além disso, os tempos de retenção distintos permitiram a identificação inequívoca de cada composto 
e a quantificação individual dos analitos.
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Figura 3 Cromatograma representando o comportamento da ATZ em embriões. A linha preta indica o pon-
to mais alto da curva analítica (CA 300 μg/L). As linhas vermelha e verde correspondem, respectivamente, 
ao branco e ao controle do ensaio.  A linha azul-escuro representa o grupo exposto ao tratamento com ATZ 
na concentração de 500 µg/L e a linha azul-claro ao tratamento com ATZ na concentração de 1.000 µg/L.

Fonte: Dados da Pesquisa

A Tabela 1 apresenta os parâmetros de validação analítica. Os coeficientes de correlação obtidos 
foram acima de 0,99 e apresentaram linearidade a 95%. Os gráficos dos resíduos para todos os ana-
litos em ambas as curvas mostraram que os erros estavam uniformemente distribuídos e sem valores 
discrepantes – o que indica claramente homoscedasticidade.

Diversos estudos já avaliaram os efeitos genotóxicos e citotóxicos de pesticidas principalmente in-
seticidas em embriões de Gallus gallus, identificando malformações congênitas, estresse oxidativo, in-
flamação do miocárdio, entre outros danos (ABBAS et al., 2018; SHARMA et al., 2019; LI et al., 2023; 
MANDAL et al., 2023; ALY et al., 2025). No entanto, não foram encontrados estudos que utilizem a me-
todologia QuEChERS associada à HPLC-DAD para avaliar especificamente a embriotoxicidade causada 
pela ATZ em embriões de Gallus gallus. Apesar disso, diversos trabalhos já investigaram a presença de 
ATZ e outros compostos em ovos e tecidos de galinhas, utilizando métodos analíticos robustos.

Tabela 1 - Parâmetros de validação analítica do método de análise de ATZ, DIA e DEA utilizando QuE-
ChERS e HPLC-DAD 

Parâmetros ATZ DIA DEA

Tempo de retenção (min) 19,8 13,0 15,1

Faixa de concentração (µg/L) 25-300 25-300 25-300
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Parâmetros ATZ DIA DEA

Equação da reta
y = 2,65x10-3x+

0,0206
y = 8,70x10-4x-

0,0183
y = 2,89x10-

-3x-0,0382

Coeficiente de determinação (R2) 0,997 0,991 0,999

LD (µg/L) 5 11 7

LQ (µg/L) 16 25 22

Repetibilidade (DPR %)

Mínimo
25 µg/L

6,15 13,17 18,43

Médio
100 µg/L

3,74 10,73 11,02

Alto
300 µg/L

1,55 6,17 2,56

*LD: limite de detecção; LQ: limite de quantificação; DPR: desvio padrão relativo. 
Fonte: Dados da Pesquisa

Wang et al. (2025) desenvolveram um método baseado em QuEChERS acoplado à UPLC-MS/
MS para a análise simultânea de 107 resíduos de pesticidas e medicamentos veterinários em ovos 
de galinha, alcançando LQ para ATZ de 0,3 μg/kg e desvios padrões inferiores a 10%. Já Filigenzi 
et al. (2019) combinaram a técnica QuEChERS com LC-HRMS para detectar pesticidas em tecidos 
aviários, obtendo LQs entre 0,75 ng/g e 3,6 ng/g, LDs de 0,25 ng/g a 1,2 ng/g e desvios percentuais 
relativos (DPR) inferiores a 20%.

Tais evidências demonstram que, embora não existam estudos específicos sobre embriotoxici-
dade induzida por ATZ, os parâmetros analíticos obtidos no presente trabalho com LDs de 5, 11 e 7 
µg/L e LQs de 16, 25 e 22 µg/L para a ATZ, DIA e DEA respectivamente, assim como uma precisão 
e repetibilidade inferiores a 20% (Tabela 1) estão conforme as normas do INMETRO e atendem aos 
critérios de aceitação estabelecidos pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2023), 
destacando o método como válido para a avaliação dos efeitos da ATZ em embriões de Gallus gallus.

A Figura 3 apresenta os cromatogramas dos grupos controle e branco. A análise dos cromatogra-
mas dos grupos expostos à ATZ (500 e 1.000 µg/L) não revelou picos definidos nos tempos de reten-
ção esperados para a ATZ ou seus principais metabólitos. Além disso, a comparação com o grupo con-
trole não indicou diferenças significativas nos níveis de ruído. Esses resultados sugerem a ausência 
de ATZ e de seus metabólitos nas amostras analisadas, impossibilitando confirmar se houve absorção 
da substância pelos embriões ou se ela foi metabolizada, por exemplo, nas formas de DEA ou DIA.

A ausência de picos correspondentes à ATZ e aos seus metabólitos nas amostras biológicas pode 
estar relacionada às características do delineamento experimental adotado. Estudos prévios indicam 
que a bioacumulação de atrazina ocorre predominantemente sob condições de exposição subcrônica 
ou crônica, com acúmulo progressivo ao longo do tempo em diferentes modelos biológicos, como pei-
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xes, plantas e aves (PREEZ; VUREN, 1992; REINDL et al., 2015; PÉREZ et al., 2022). Nesse contexto, 
a exposição aguda in ovo utilizada no presente estudo pode não ter sido suficiente para promover 
níveis detectáveis de bioacumulação nos embriões. Além disso, a literatura demonstra que a detec-
ção de baixas concentrações de DIA e DEA em matrizes biológicas complexas frequentemente requer 
técnicas analíticas de maior sensibilidade, como LC-MS/MS ou LC-HRMS, capazes de atingir limites 
de quantificação significativamente inferiores aos obtidos por HPLC-DAD (FILIGENZI et al., 2019; 
WANG et al., 2025). Assim, embora o método desenvolvido apresente desempenho analítico adequa-
do e esteja validado segundo critérios do INMETRO e AOAC, a não detecção dos analitos pode refletir 
limitações biológicas e instrumentais inerentes às condições experimentais adotadas.

Apesar dos resultados encontrados, é importante ressaltar que o modelo piloto foi de suma im-
portância para a continuação da metodologia, uma vez que apesar do método QuEChERS já ter sido 
realizada em ovos de galinha (NHO-EUL et al., 2019), a metodologia ainda não havia sido testada 
diretamente em embriões segundo a literatura consultada. Isso implicou, por exemplo, a não adição 
de água durante a fase inicial de homogeneização da amostra, visto que a matriz já é extremamente 
aquosa, portanto, a adição de água se tornou dispensável. Essa é uma característica desejável no 
preparo de amostra por meio do QuEChERS, uma vez que a água nesse processo é necessária para a 
partição das moléculas de pesticidas para a fase orgânica durante o processo de salt out (ANASTAS-
SIADES et al., 2003; PÁEZ; MAARTÍNEZ, 2015). Em contrapartida, a água afeta a eficácia do processo 
ao solubilizar os agrotóxicos que possuem propriedades de alta solubilidade em água, como no caso 
da ATZ, interferindo na recuperação do analito.

4 CONCLUSÕES

Neste estudo, foi verificado que o tratamento agudo de ovos de Gallus gallus com 500 μg/L de ATZ 
não resultou em alterações nas taxas de mortalidade, malformação, peso ou estágio de desenvolvi-
mento dos embriões. Adicionalmente, foi realizada a validação de uma metodologia para quantificar 
ATZ, DIA e DEA em embriões de galinha, utilizando o método QuEChERS combinado com HPLC-DAD. 
O método desenvolvido apresenta baixo custo e possibilita um preparo eficiente das amostras. Os 
baixos valores de LD e LQ obtidos viabilizaram a aplicação da metodologia em ensaios biológicos.

No entanto, não foi possível detectar os analitos ATZ, DIA e DEA em nenhum dos grupos tratados. 
Tal resultado pode ser atribuído a diversas possibilidades, incluindo a hipótese de que as concentra-
ções utilizadas ainda sejam insuficientes para provocar bioacumulação, ou mesmo a possibilidade de 
que embriões de Gallus gallus não bioacumulem ATZ.

Este trabalho contribui para a ampliação do conhecimento sobre a detecção de agrotóxicos em 
embriões de aves. Considerando que as informações sobre intoxicação animal na fase de desenvolvi-
mento embrionário são ainda escassas, torna-se fundamental a realização de estudos adicionais que 
certifiquem a segurança dos compostos químicos presentes no ambiente, bem como identifiquem 
potenciais riscos a que esses animais e todo o ecossistema podem estar expostos.
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