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RESUMO

O Brasil € um dos grandes consumidores mundiais de agrotéxicos. O uso de produtos
a base de metamidofds € alto, destacando-se como um dos mais utilizados na regido
da sub-bacia do Alto Sorocaba, local de desenvolvimento desta pesquisa. Ele
apresenta elevada toxicidade aguda e preocupantes aspectos de toxicidade cronica,
relacionados principalmente a reproducao. Adicionalmente, nao fica restrito as dreas
aplicadas, contaminando alimentos € o meio ambiente, principalmente a 4gua, o que
pode acarretar em sérios problemas de saidde publica. Os métodos laboratoriais
disponiveis para a extracdo do metamidofés de matrizes aquosas, descritos na
literatura consultada, apresentam efici€ncias controversas e ndo atingem, em sua
maioria, niveis baixos o suficiente para andlise de tragos. Foram testados, nesta
pesquisa, diversos métodos de extracao liquido-liquido e em fase sélida para a pré-
concentracdo do metamidofds, nao se obtendo resultados satisfatérios. Desta forma,
foi desenvolvido um método analitico através de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas, capaz de detectar e quantificar o metamidofés em niveis
residuais, sem a necessidade de pré-tratamento das amostras. Por fim, foram
avaliadas, pontualmente, as dguas dos trés principais afluentes do rio Sorocaba, e
também dele proprio. Foram obtidos resultados positivos para o metamidofos nos
rios Sorocamirim, Sorocabucu e Una, ao longo do ano estudado, o que nao foi
verificado no rio Sorocaba. Estes resultados mostram o uso desta substancia a
montante dos pontos estudados, nos afluentes, e leva a crer que o regime 1éntico da
represa de Itupararanga retenha o metamidofds por tempo suficiente para ele ser
degradado a niveis ndo detectados pelo método desenvolvido, ndo atingindo o rio
Sorocaba.

PALAVRAS-CHAVE: metamidofés, Alto Sorocaba, cromatografia liquida,
espectrometria de massas, dgua superficial



ABSTRACT

Brazil is a big world pesticides consumer country. The use of products with
methamidophos is high, being one of the most used in the Alto Sorocaba sub basin
region, where this research takes place. Methamidophos presents high acute toxicity
and concerned aspects of chronic toxicity, main related to reproduction. Additionally,
it don’t be restricted to the application areas, and can contaminate food and
environment, mainly water, resulting in a public health problem. Available
laboratory methods for methamidophos extraction from water, described in the
consulted literature, present controversial efficiences, and do not achieve, mostly,
levels low enough to traces analisys. It was tested, in this research, several liquid-
liquid extraction and phase solid extraction methods in order to pre-concentrate
methamidophos, but results were not satisfactories. So, it was developed an
analytical method by liquid cromathography coupled mass spectrometry, able to
detect and quantify methamidophos in residual levels, without a pre-treatment
sample necessity. Finally, it was evaluated, pointedly, three main tributary waters of
Sorocaba river, and itself too. The results were positives for methamidophos in the
Sorocamirim, Sorocabugu and Una, al over de studied year, which was not verified
in the Sorocaba river. This results show the methamidophos use upstream studied
places, in the tributaries, and suggests that reservoir Itupararanga lentic system
retains methamidophos long enough to be degradated under developed method
detectable levels, don’t achieving the Sorocaba river.

PALAVRAS-CHAVE: methamidophos, Alto Sorocaba, liquid chromathografy, mass
spectrometry, superficial water.
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1 INTRODUCAO

Na era primitiva, o homem alimentava-se dos produtos naturais que conseguia
através da coleta, da caca e da pesca, sendo dependente do que o ambiente lhe
oferecia, para sobreviver. Aos poucos, aprendeu a cultivar a terra e a produzir seu
sustento, conforme suas necessidades, tornando-se menos dependente e passando a

exercer dominio sobre as condi¢Oes naturais de sobrevivéncia.

Com o desenvolvimento da agricultura, o homem fixou-se ao solo e apropriou-se da
terra, surgindo, dessa forma, as bases materiais, sociais e politicas das primeiras

civilizagOes agricolas.

Na Grécia e na Roma antiga, a atividade agricola era considerada a atividade
econOmica principal, sendo a unidade econdmica bdasica a familia. J4 no final da
Idade Média, com o surgimento do mercantilismo, adotou-se um modo capitalista de
producdo agricola, onde a agricultura passou a ser vista como fonte de riqueza,

modelo tal que persiste até a atualidade (CORAZZA, 2002).

Ap6s a Segunda Grande Guerra a agricultura mundial sofreu intensas mudangas,
sendo estabelecido um padrido agricola baseado na mecaniza¢do, em cultivares de
alto potencial de rendimento, em técnicas de irriga¢do, e no uso de agroquimicos
(agrotoxicos, fertilizantes e corretivos) visando a elevacdo da produtividade. Ao
mesmo tempo, a ciéncia, relacionada a sintese orgénica, sofria um substancial

desenvolvimento (TREVISAN, 2002).

Esse cendrio teve importancia fundamental no desenvolvimento da industria mundial
de agrotoxicos, e a partir da década de 1960, tal padrao agricola foi difundido para os
paises de Terceiro Mundo, num processo conhecido como “Revolu¢do Verde”, onde
foram observadas profundas mudancas na sociedade e no processo tradicional do

trabalho na agricultura, bem como seus impactos sobre o ambiente e a saide humana.

No Brasil, historicamente, havia uma agricultura baseada no latifindio, na
monocultura de exportacdo, no trabalho escravo, na abundancia de terras novas e

férteis e no descaso pelo manejo e conservagio do solo, com pouca diversificagdo e
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quase nenhuma qualificacdo da forca de trabalho e dos processos agricolas

(CAPDEVILLE, 1991).

Até o inicio do século XX, o Brasil continuava sendo um pais eminentemente
agricola que produzia para exportar € que ndo conseguia Suprir a si mesmo com 0s
géneros alimenticios necessdrios ao seu abastecimento interno. A guerra de 1914,
que proporcionou condi¢do para um surto de industrializacdo, agravou a situacdo de
desabastecimento e caréncia dos géneros alimenticios, pois orientou mais ainda as
atividades agricolas para a exportagdo, a fim de abastecer os paises em guerra

(CAPDEVILLE, 1991).

A Revolucdo Verde somada a problemas sociais como a urbanizacdo acelerada e
desorganizada verificada desde 1970 trouxe importante contribuicio para a situagdo
ora vigente no ambiente rural brasileiro. Atualmente, a grande maioria da populacao
vive em dreas urbanas, € ao mesmo tempo o governo brasileiro incentiva
continuamente o aumento da producdo agricola, uma vez que ela é responsavel por
23% do produto interno bruto do pais, gerando um superavit comercial de U$ 50
bilhdes e empregando 17 milhdes de pessoas (MPOG, 2009). Esses fatores fizeram
com que um grupo cada vez menor de agricultores, na sua maioria despreparados e
nao-assistidos, fosse responsdvel por uma produtividade cada vez mais elevada,
conseguida, predominantemente, com a utilizacdo crescente de agrotéxicos e

fertilizantes (MOREIRA, 2002).

Nos dias atuais, € estimado um consumo mundial de 2,5 a 3 milhdes de toneladas de
agrotoxicos por ano (MOREIRA, 2002). A América Latina € a regido onde se
observa um maior aumento no uso de agrot6xicos, muito em parte pela influéncia do
Brasil, que consome cerca de metade do montante de toda a regido. Entre 1964 e
1991, o consumo de agrotoxicos no pais aumentou 276,2%, frente a um aumento de
76% na érea plantada ao passo que no periodo entre 1991 e 2000, foi observado um
aumento de quase 400% no consumo desses agentes quimicos, frente a um aumento

de 7,5% na area plantada (MIRANDA et al., 2007).
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O consumo de agrotéxicos na regido Sudeste do Brasil estd estimado em 12 Kg de
agrotoxico / trabalhador / ano, podendo atingir valores bem superiores a este em

algumas dreas produtivas (MOREIRA, 2002).

Esse grande e crescente consumo de agrotoxicos no meio rural brasileiro tem trazido
uma série de conseqiiéncias tanto para o ambiente como para a saide dos
trabalhadores rurais e da populacdo em geral. Tais conseqii€éncias sdo, geralmente,
condicionadas por fatores intrinsecamente relacionados entre si, como por exemplo:
uso inadequado dessas substancias, alta toxicidade de certos produtos, falta de
utilizacdo de equipamentos de protecdo, precariedade de mecanismos de vigilancia,

dentre outros.

Os agrotéxicos usados nas plantagdes, em geral, apresentam elevada toxicidade e ndo
ficam restritos as dreas aplicadas. Eles podem permanecer nos vegetais cultivados,
mesmo apds a colheita, contaminando os alimentos e sendo ingeridos pela

populacdo.

Outra possibilidade extremamente preocupante € a contamina¢cao ambiental por essas
substancias, ja que, uma vez no ambiente, eles sofrerdo diversos processos fisicos,
quimicos e bioldgicos, individualmente ou simultaneamente, o que acarreta na
contaminacdo dos mais importantes compartimentos ambientais: atmosfera, solos,
aguas superficiais e profundas. Essas substancias podem aparecer até mesmo em
localidades distantes do ponto de aplica¢do, devido a intercomunicabilidade dos

compartimentos ambientais e as ocorréncias climaticas.

A contaminacdo das dguas superficiais por praguicidas estd descrita em uma vasta
gama de literatura cientifica no Brasil e no mundo, e serve como embasamento para a
adoc¢ao de medidas de controle e prevengao de sua ocorréncia. A grande preocupacio
permanece focada no consumo humano dessa 4gua potencialmente contaminada, mas
também nos prejuizos causados as macro e micro faunas, o que pode levar a um

grande desequilibrio ecolégico.

A substancia foco deste estudo, o metamidofds, apresenta toxicidades aguda e
cronica preocupantes, sendo classificado pela Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria como altamente toxico.
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Além disso, as caracteristicas quimicas e fisico-quimicas do metamidofés indicam
alto potencial de contaminagdo das dguas, devido a sua alta solubilidade neste meio e
baixa tendéncia a se concentrar nos sedimentos, € também uma moderada
persisténcia no ambiente, com tempo de meia vida maxima maior que 300 dias,
podendo variar com o pH do meio e com a incidéncia de luz solar, ja que apresenta

uma tendéncia a sofrer fotodlise.

Adicionalmente, o uso de produtos cujo ingrediente ativo ¢ o metamidofés, no Brasil,
¢ alto, destacando-se como um dos praguicidas mais utilizados, também, na regido da

sub-bacia do Alto Sorocaba, escolhida para o desenvolvimento desta pesquisa.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho € avaliar, no periodo de um ano, a presenca do

inseticida organofosforado Metamidofés, em amostras de 4gua colhidas do rio

Sorocaba e seus afluentes: Sorocamirim, Sorocabugu e Una, todos localizados na

regido do Alto Sorocaba, Sdo Paulo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver e validar o método analitico para proceder as andlises do
metamidofés em dguas superficiais;

Realizar a quantificacdo do metamidofés no Alto Sorocaba e seus principais
afluentes;

Por meio dos resultados das andlises das dguas dos rios, verificar a presenca, a
extensdo e determinar a rota de contaminagao dos rios, a jusante e a montante dos

pontos avaliados;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 AGROTOXICOS

3.1.1 Conceituacdo

O termo agrotéxico, segundo a Lei 7.802/1989 e os Decretos 98.816/1990 e
4.074/2002, refere-se a diversos produtos e agentes utilizados na agricultura cuja
finalidade seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da
acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as substincias e
produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de
crescimento. Desse modo, estdo incluidas substincias usadas como inseticidas,

acaricidas, nematicidas, fungicidas, bactericidas, herbicidas, dentre outras.

A Organizacdo para Agricultura e Alimentagao das Nacdes Unidas (FAO) adota o
termo ‘pesticide’, cuja tradugdo direta para a lingua Portuguesa, onde se obtém o
termo pesticida, ndo € adequada, uma vez que o termo ‘peste’ significa: “Doenca
contagiosa, epidémica, muitas vezes mortal; pestiléncia”. Segundo alguns autores, o
termo praguicida é a traducdo correta para designar substincias destinadas a

prevencao, a destruicdo ou ao controle de qualquer praga (OGA, 2003).

Neste trabalho serdo adotados, como sindnimos, o termo agrotéxico, que € o
utilizado nas leis e normas regulamentadoras do Brasil, e também o termo

praguicida, como traducao de ‘pesticide’, difundido mundialmente.
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3.1.2 Historico

Compostos com ac¢do praguicida sdo utilizados desde a antiguidade no controle de
organismos indesejaveis para o homem. Os primeiros relatos datam de cerca de 1500

A.C., com o uso de enxofre queimado para purificar casas (KLAASSEN, 2008).

Diversos outros compostos, de origem natural e inorganica, foram usados ao longo
dos tempos, por exemplo, os chineses utilizavam sulfetos de arsénico para controlar
insetos de jardim. No ocidente, o primeiro relato data de 1669, com o uso de arsénico
e tabaco como inseticidas de contato. Além disso, sdo citados também compostos de
cobre, acido hidrocianidrico, dissulfito de carbono, dentre outros (KLAASSEN,

2008).

Os arsénicos foram os mais utilizados na antiguidade para o controle das pragas,
primeiramente como inseticidas e posteriormente como herbicidas. Como fungicidas,

foram muito usados o enxofre e os compostos de merctrio (KLAASSEN, 2008).

O periodo entre 1935 e 1950 foi caracterizado pelo desenvolvimento das maiores
classes de praguicidas, particularmente os inseticidas. Em 1939 Paul Miiller
descobriu que o DDT (diclorodifeniltricloroetano), primeiramente sintetizado em

1874 e comercializado a partir de 1942, era letal para insetos.

3.1.3 Classificag¢do dos agrotéxicos

Atualmente, calcula-se que existam mais de 1500 substancias utilizadas como
ingredientes ativos de produtos agrotéxicos, que podem estar presentes em milhares
de formulagdes diferentes, em quantidades diversas e em associagdes distintas ao

redor do mundo (PATNAIK, 2007).

Devido a essa imensa diversidade de compostos, existem algumas classifica¢des

comuns adotadas para facilitar a abordagem do assunto.
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A Organizacio Mundial da Saide (OMS) e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (ANVISA) classificam os praguicidas em quatro grupos baseados nas
toxicidades agudas oral, ocular e dérmica das substancias, em ratos, utilizando a
DLsy (dose letal a 50% - dose capaz de levar a 6bito metade do lote de animais de

experimentacdo) como principal parametro de avaliacdo.

Tabela 1: Classificagdo toxicoldgica adotada pela ANVISA, com DLs oral.
DL oral (ratos) — mg/kg

Classe Descricao
Sélido Liquido
I Altamente téxico 5-50 20-200

Freqiientemente, os praguicidas sdo classificados também de acordo com as suas
fungdes. Os termos sdo compostos pela classe de pragas que € atingida pela
substancia, seguida do sufixo ‘cida’, do latim caedere, que significa matar, obtendo-
se as seguintes classes: inseticidas, herbicidas, fungicidas, rodenticidas, avicidas,
algicidas, acaricidas, dentre outras. (PATNAIK, 2007; JICKELLS e NEGRUSZ,
2008).

Os inseticidas sdo a classe de agrotéxicos de maior importancia no controle de
pragas, particularmente nos paises em desenvolvimento. Eles sdo largamente
utilizados na agricultura e englobam compostos quimicamente bem diferenciados,
sendo didaticamente subdivididos de acordo com suas estruturas quimicas, obtendo-
se as seguintes subclasses principais: organofosforados, organoclorados, carbamatos

e piretrides (PATNAIK, 2007; CASARETT, 2008).

Os praguicidas do grupo dos organofosforados, por serem de particular interesse

desta pesquisa, serdo discutidos no préximo item.
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Os organoclorados, como DDT, aldrin, dieldrin, clordano, lindano, dentre outros, sd@o
compostos organicos halogenados com propriedades inseticidas, que foram
extensivamente utilizados no passado tanto na agricultura quanto em aplicacdes
domésticas e urbanas. O DDT, principal representante da classe, foi primeiramente
sintetizado em 1874, porém sua acdo inseticida foi descoberta somente em 1939. De
meados da década 1940 até os anos 70 o DDT foi muito usado até mesmo em
programas de erradicacdo da maldria. Sua toxicidade aguda é moderada, porém a
exposi¢ao cronica pode acarretar problemas no figado e nos sistemas reprodutivos.
De forma geral, os organoclorados apresentam propriedades quimicas e fisico-
quimicas que lhes conferem caracteristicas de persisténcia ambiental,
bioconcentracdo e biomagnificacdo nas cadeias alimentares, como por exemplo,
baixa volatilidade, boa estabilidade e alta lipossolubilidade, acarretando efeitos
deletérios a sadde humana, ao meio ambiente e aos ecossistemas. Em virtude disto,
eles estdo nos primeiros lugares em varias listas de poluentes na Europa e foram
banidos em muitos paises (Suica, Estados Unidos, Reino Unido, etc.) a partir de
1970. Em funcdo de suas altas persisténcias, t€ém sido responsabilizados como
poluidores do meio ambiente (poluentes organicos persistentes). Acumulam-se nos
tecidos gordurosos do homem, causam reducdo de fertilidade em animais e
desequilibrios biol6gicos na natureza, ressaltando que muitas espécies de insetos se

tornaram resistentes a eles (SANTOS, 2007; PATNAIK, 2007; CASARETT, 2008).

Os carbamatos sdo compostos de estruturas variadas, mas sempre oriundos do dcido
carbamico. Suas toxicidades agudas também variam de baixas até extremamente
altas. O mecanismo de toxicidade dos carbamatos € andlogo ao dos
organofosforados, ou seja, eles inibem a enzima acetilcolinesterase. Porém,
diferentemente dos fosforados, a inibi¢do induzida pelos carbamatos € transitdria e
rapidamente reversivel na presenca de dgua (CASARETT, 2008). Em geral, os
carbamatos sdo utilizados na agricultura através de pulverizacdo ou diretamente no
solo. A alta solubilidade em dgua de alguns compostos limita seu uso em vegetais
com alto conteddo hidrico, e também devido a essa propriedade quimica, a
contaminacdo das dguas tem sido relatada na literatura. As principais vias de

exposi¢do de humanos a esses agrotéxicos sdo o consumo de alimentos e a ingestao
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de dgua contaminada e principalmente no Brasil, sdo relatadas intoxicagdes agudas
em trabalhadores rurais, ingestdes acidentais e também criminosas (PATNAIK,

2007; CASARETT, 2008).

Os inseticidas do grupo dos piretréides sdo andlogos sintéticos das piretrinas. Estas,
por sua vez, ja eram usadas na China e Pérsia antigas, obtidas através da extracdo de
flores do Chrisanthenum cinerariaefolium. As piretrinas, porém, eram rapidamente
decompostas pela luz e por esse motivo foram desenvolvidas substancias
semelhantes que poderiam ser sintetizadas pelo homem: os piretréides. Nos tltimos
trinta anos tais substancias t€ém sido muito utilizadas por todo o0 mundo em diversas
areas (agricultura, uso doméstico, na medicina para tratamento topico de escabiose,
etc) devido a sua alta atividade inseticida, relativamente baixa toxicidade a
mamiferos, baixa persisténcia ambiental, e baixa tendéncia a induzir resisténcia dos
insetos. A exposicdo humana aos piretréides, através da via inalatoria, pode causar
reacoes localizadas no trato respiratério, com edema laringeo, tosse, dores no peito e
alterac@o no ritmo respiratério. Além disso, a toxicidade aguda pode levar ao
desenvolvimento de uma sindrome com alteracao de comportamento, agressividade,
tremores corporais, prostracdo e salivacdo. A exposicdo dérmica aos piretrdides
causa parestesia, e sdo relatados como efeitos de exposi¢Oes cronicas alteracdes
hepaticas, desregulacdes do sistema enddcrino e desenvolvimento de alergias

(SANTOS, 2007; JICKELLS, 2008; CASARETT, 2008).

3.1.4 Agrotoxicos organofosforados

Ainda no século XIX muitos compostos organofosforados comecaram a ser
sintetizados, juntamente com o desenvolvimento dos processos de sintese organica,
porém suas aplicacdes como inseticidas ocorreram somente no final da década de

1930 e inicio de 1940 (PATNAIK, 2007; CASARETT, 2008).

As propriedades inseticidas e a estrutura quimica geral dos organofosforados foi

descoberta em 1937 por Gerhard Shrader que, em 1941, desenvolveu o inseticida
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OMPA - octametil pirofosfamida e, em 1944, o primeiro praguicida organofosforado
a ser comercializado, cuja substdncia ativa era o tetraetil pirofosfato (TEPP).
Posteriormente foram desenvolvidas outras substincias, algumas com maior
estabilidade (paration, por exemplo), outras com menor toxicidade (malation, por

exemplo) (OGA, 2003; PATNAIK, 2007; CASARETT, 2008).

Algumas centenas de compostos organofosforados tém sido desenvolvidas desde
entdo, e atualmente, eles sdo largamente usados em diversos produtos comerciais
para controle e combate a pragas, principalmente como inseticidas agricolas em
fruticultura, horticultura, cultura de algoddo, cereais, sementes e plantas ornamentais
(OGA, 2003; VEIGA, 2006), sendo que 40% do mercado mundial de praguicidas,
em 1999, era representado por organofosforados (SANTOS, 2007).

A principal razdo para o sucesso desses compostos € sua elevada atividade biolégica
acoplada a sua relativa instabilidade na biosfera, que se traduz em uma meia-vida,
em plantas, da ordem de 2 até 10 dias. Ou seja, os organofosforados sdo susceptiveis
a degradacdo por hidrélise, oxidagdo e outros processos, apresentando baixa acdo
residual, com pouca estabilidade no meio ambiente quando comparados aos
compostos clorados. Apresenta ainda acumulacdo limitada em organismos Vvivos,
sendo que 80 a 90% dos compostos sdo eliminados apds 48 horas do contato. Os
inseticidas organofosforados sdo importantes nao somente pela protecdo agricola que
oferecem, mas também pelos propositos industriais, domiciliares e ambientais, que
permitem o uso de algumas substancias também em ambientes urbanos e domésticos

(SANTOS, 2007; PATNAIK, 2007).

Esses compostos exercem sua agdo, principalmente, através da inibicao enzimética, o
que determina sua alta toxicidade para diversos organismos animais que possuem tais
enzimas. Por isso, eles sdo responsdveis também por um alto ndmero de casos de

intoxicacdes e mortes, tanto humanas quanto de animais ndo alvos, acidentais ou nao.

As duas enzimas mais importantes inibidas por tais substincias sdo a
acetilcolinesterase, cuja acdo especifica € hidrolisar rapidamente a acetilcolina, e a
butirilcolinesterase (ou pseudo-colinesterase), ndo especifica, capaz de hidrolisar

diversos tipos de ésteres. A primeira enzima estd presente em altas concentracdes no
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sistema nervoso (central, periférico e autdbnomo) e nas hemadcias, e a ultima é

encontrada principalmente no soro, pancreas a figado.

A acetilcolina, por sua vez € o principal neurotransmissor do sistema nervoso central
e periférico (autbnomo e motor-somético), necessdria para a transmissao do impulso
nervoso em todas as fibras pré-ganglionares do sistema autdnomo, em todas as fibras
parassimpdticas pds-ganglionares e em algumas fibras simpdticas pds-ganglionares.
Além disso, a acetilcolina € o transmissor da placa mioneural e de algumas sinapses

no sistema nervoso central (OGA, 2003).

Os organofosforados, ao inibirem as enzimas colinesterdsicas, principalmente a
acetilcolinesterase, promovem o acimulo de acetilcolina nas terminagdes nervosas e
conseqiientemente  surgem manifestacoes téxicas decorrentes de uma
hiperestimulacdo dos receptores de acetilcolina. Os sinais e sintomas mais comuns
sd0: broncoespasmos, aumento da secrecdo bronquica, salivagdo excessiva,
lacrimejamento excessivo, constricdo das pupilas, diminui¢io dos batimentos
cardiacos, aumento da motilidade intestinal, diarréia, fadiga muscular, caimbras,
dores de cabeca, insOnia, tremores musculares, convulsdes e coma, podendo levar a
morte (OLSON, 2004; PATNAIK, 2007; CASARETT, 2008) dependendo das
condi¢des de exposi¢cdo, a saber: dose ou concentracdo utilizada, via de introdugao,
duracdo e freqiiéncia da exposi¢do, suscetibilidade individual e propriedades fisico-

quimicas da substancia.

A interagdo entre os organofosforados e a acetilcolinesterase tem sido muito estudada
e sabe-se que, em geral, ela ocorre rapidamente e apresenta uma alta estabilidade,
podendo levar horas e até mesmo dias para ser revertida, dependendo da estrutura
quimica da substancia envolvida. Um fendmeno que pode ocorrer € o
envelhecimento’ do complexo enzima-organofosforado, e a partir desse momento a
enzima € considerada irreversivelmente inibida, significando, para o organismo, que
a recuperacao das funcdes realizadas por ela depende da producao de novas enzimas,

processo esse que pode levar dias (CASARETT, 2008).

A literatura também comenta o desenvolvimento de sindrome intermediaria e

polineuropatia tardia decorrentes da intoxica¢do por muitos organofosforados. A
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primeira € caracterizada por fraqueza de musculos respiratorios e do pescoco, e
aparece alguns dias apds a intoxicagdo; a dltima pode ocorrer de 2 a 3 semanas apés

a exposi¢do e € caracterizada por tremores das maos e pés, seguida por perda

sensorial, progressiva fraqueza muscular, flacidez de musculos das extremidades e

ataxia (CASARETT, 2008).

3.1.5 O uso de agrotdéxicos, 0 meio ambiente e a satide coletiva

O desenvolvimento da agricultura, a ampliacdo das fronteiras agricolas, a
modernizacdo dos meios de producdo, e, principalmente, a demanda dos mercados de
produtos em quantidade e em qualidade, tém exigido cada vez mais o uso de

produtos quimicos para a garantia de produtividade (TREVISAN, 2002).

Isso, porém, tem gerado inimeros impactos negativos tanto para o meio ambiente
como para a saide humana. As estimativas feitas pelas agéncias internacionais de
saude sdo extremamente preocupantes, indicando principalmente problemas de
intoxicagdes agudas, determinadas pelo contato direto com produtos altamente
téxicos, e de conseqiiéncias imediatas podendo levar o individuo a morte. Essas
intoxicacOes sdo classicamente descritas nos compéndios médicos e permitem a
determina¢do dos efeitos adversos ou das doencas relacionadas a essas substincias

(TRAPE, 2003).

Além do mais, seu uso inadequado, no que tange a freqii€ncia de aplicagdo, a falta de
utilizacdo de equipamentos de protecdo e muitas vezes ao modo de uso incorreto,
somados a alta toxicidade de alguns produtos e a precariedade dos mecanismos de
vigilancia, dentre outros, pode causar a contamina¢do de solos, atmosfera, dguas
superficiais e subterraneas, e alimentos, apresentando, consequentemente efeitos
negativos em organismos terrestres € aqudticos e intoxica¢do humana pelo consumo
de 4dgua e alimentos contaminados, assim como o risco de contaminagdo ocupacional
de trabalhadores rurais. Além dos perigos aos seres humanos, sabe-se que a

introducdo de agrotéxicos no ambiente pode provocar efeitos indesejaveis, como a
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alteracdo da dinamica bioquimica natural pela pressdo de sele¢do exercida sobre os
organismos, tendo como conseqiiéncia, mudangas no funcionamento do ecossistema

afetado (SPADOTTO, 2006).

O atual cendrio do uso de agrotoxicos, baseado na existéncia de novas substincias
com menores toxicidades agudas e persisténcias no ambiente, leva a preocupacao
com os problemas cronicos que podem surgir, determinados pelo contato tanto direto
como indireto com esses produtos, muitas vezes em baixas concentracdes € por
tempo prolongado. Deve-se considerar também o consumo de combinacdes de

diversas substancias ao longo da vida e suas acdes sinérgicas.

O Brasil, por suas caracteristicas de pafs com grande producdo agricola e com
pequena estrutura social para controle desta situacdo, tem apresentado dados de
contaminacdo da populacdo rural e urbana por agrotéxicos, que indicam a gravidade

da situacao do ponto de vista da satide publica (MOREIRA, 2002).

O risco determinado pelos agrotéxicos ou a probabilidade de um individuo adoecer
pela acdo destes produtos € dado pelas condi¢des de exposicdo que a pessoa tem a
eles e pela toxicidade dos produtos. Assim se hd uma alta exposicdo, mesmo que o
produto tenha baixa toxicidade, o risco € alto, como ao inverso, com baixa exposi¢ao
e alta toxicidade, o risco se mantém alto. A questdo da toxicidade ndo se resume em
alta ou baixa, devendo-se considerar também os potenciais efeitos toxicoldgicos que

diversos agrotéxicos promovem em exposicdes a longo prazo (TRAPE, 2003).

Segundo as estatisticas oficiais do Ministério da Saude, pelo Sistema Nacional de
Informagdes Toéxico Farmacolégicas (SINITOX), para o ano de 2007, foram
registrados 9670 casos de intoxicagdo por agrotéxicos no pais. Destes casos
notificados, para os quais deve haver um imenso sub-registro, sendo que a
notificacdo muitas vezes nao € realizada ou até mesmo hd dificuldades em se
enquadrar o quadro clinico como uma intoxicacao por tais substincias, cerca de 35%
foram decorrentes de uso doméstico, e boa parte ocorreram na zona urbana,
indicando que esta problemadtica ndo se atém ao setor agropecudrio, € tdo pouco ao

trabalhador rural isoladamente, mas configura sim uma questdo de saide publica

(MS, 2007).
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Vérios grupos populacionais podem ter contato e exposicdo aos agrotoxicos e
apresentar efeitos adversos a saide como, por exemplo, trabalhadores nas industrias,
transporte e comércio de tais compostos, funciondrios de empresas dedetizadoras,
trabalhadores da Saide Publica e da agropecudria, bem como a populacdo em geral,
através de acidentes, residuos em 4guas e alimentos, campanhas de saide publica

para o controle de vetores de doengas infecciosas, uso domiciliar, dentre outros.

Um grupo populacional particularmente exposto aos agrotéxicos sdo os trabalhadores
rurais. Essa exposi¢ao, dita ocupacional, ocorre pois os trabalhadores manipulam tais
substancias, havendo, freqiientemente, contato direto tanto no processo de
formulacdo, ou seja na mistura e/ou diluicdo dos agrotdxicos para uso, quanto no
processo de aplicagdo propriamente dita: pulverizacdo, auxilio na condugdo de
mangueiras dos pulverizadores — as “puxadas”, descarte de residuos e embalagens
contaminadas, dentre outros, € na colheita, quando hd nova manipula¢do dos
produtos contaminados. A grande maioria dos casos de intoxica¢do por agrotoxicos
sao devido a esse tipo de contaminagdo ocupacional (MOREIRA, 2002). Fatores
agravantes dessa exposi¢do sdo a falta de orientagdo para o uso correto de tais
substancias, a auséncia ou impossibilidade de uso de equipamentos de protecao
individual, os baixos niveis de escolaridade dessa populacdo, e a propria linguagem
utilizada nos rétulos dos produtos, que na sua quase totalidade, apresenta-se

inadequada ou demasiadamente técnica.

Oliveira-Silva, em um estudo realizado com cinco comunidades agricolas da cidade
de Magé, no Rio de Janeiro, mostrou que, devido aos baixos niveis de escolaridade
da populagdo avaliada, a leitura dos rétulos dos produtos agrotéxicos ndo era feita,
ou quando era realizada, geralmente os textos nao eram perfeitamente interpretados,
tanto pelo nivel de escolaridade da populacdo quanto pelo teor técnico das
informagdes disponibilizadas nos rétulos de tais produtos. Dessa forma, informacdes
importantissimas como: modo de uso, precaugdes, cuidados no manuseio, medidas a
serem tomadas em casos de emergéncias e modo correto para o descarte das
embalagens, permaneciam desconhecidas, o que acabava por levar aos seus usos
inadequados, e conseqiientemente a intoxicacdes desses trabalhadores e prejuizos ao

meio ambiente (OLIVEIRA-SILVA, 2001).
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A populagdo em geral pode estar exposta aos agrotoxicos através dos alimentos.
Apesar de ndo haver, do ponto de vista de saide publica, nenhuma situacdo de
alarme com niveis altos de residuos detectdveis nos produtos alimentares que
compdem a mesa da populacdo, deve-se considerar que no Brasil, os programas de
monitoramento sistematizado de alimentos (por exemplo, o Programa de Andlise de
Residuos de Agrotéxicos em Alimentos — PARA, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria — ANVISA — e o Sistema de Informagdes de Residuos de Agrotdxicos em
Horticultura — SIRAH — da Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo
Paulo — CEAGESP) tém detectado freqlientemente a presenca de agrotoxicos em
alimentos, na maioria das vezes em baixas concentragdes. Nesse contexto, algumas
limitagdes devem ser consideradas e discutidas, como o fato de tais programas nao
contemplarem todos os alimentos da dieta e também a questdo que somente as
substancias de uso permitido pelos 6rgdos reguladores sdo analisadas. Isto indica
uma situagdo preocupante onde a populagdo inteira poderia estar ingerindo
continuamente diversas substincias em baixos niveis (ou somadas em diversos
alimentos diferentes, ou ainda combinadas) e por longo tempo, o que pode levar a
efeitos de exposicdo crOnica graves, parcialmente conhecidos (como distirbios
enddcrinos, alteragdes reprodutivas, efeitos no sistema nervoso central, efeitos

mutagénicos, citotoxicos, carcinogéncos, etc), ou ainda totalmente desconhecidos.

N

Soma-se a problemdtica do consumo de agrotoxicos através dos alimentos, o
consumo dessas substancias através da dgua onde, em diversos estudos isolados, a
dgua tem apresentado contamina¢do por uma gama diversificada de substincias
agrotoxicas que podem atingir as dguas naturais devido a diversos processos que
sofrem no ambiente. Muitas delas ndo sdo normalmente monitoradas pelos 6rgaos

competentes.

Adicionalmente, estudos realizados em alguns estados do Brasil tém detectado
também a presenca de agrotéxicos no leite materno, assim como t€ém apontado a
possibilidade de ocorréncia de anomalias congénitas relacionadas ao uso de
agrotoxicos, demonstrando que os problemas de saide decorrentes do uso desses

“venenos” podem atingir diversas dreas da satde da populacdo (OMS, 1997).
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3.1.6 Os agrotéxicos nas dguas

Como j4 foi dito anteriormente, o uso de agrotdxicos, nos dias atuais, € intenso e
disseminado, e objetiva garantir uma produgdo agricola farta e com o minimo de

perdas.

A aplicagdo dos agrotéxicos pode se dar por via sélida, liquida ou gasosa, sendo a
aplicacdo por via liquida, predominante. Nesse processo, uma formulagdo
concentrada €, geralmente, diluida em 4gua, formando uma calda que, via de regra, é
aplicada na forma de névoas através de pulverizacdo. ApoOs sua aplicagdo, diversos
processos fisicos, quimicos, fisico-quimicos e biologicos determinam seu
comportamento no ambiente e sua distribuicdo pelos compartimentos ambientais, a
citar: dgua, solo e atmosfera, podendo ocorrer sor¢do, absor¢do, degradagao quimica
e bioldgica, deriva, volatilizacdo, lixiviacdo, carreamento superficial e interacdes
desses processos (Figura 1). Além disso, diferencas nas estruturas e propriedades das
substancias quimicas, € nas caracteristicas e condi¢des ambientais afetam sua
distribuicado no ambiente. Por exemplo, o volume, a intensidade e a freqiiéncia das
chuvas tém uma grande influéncia no transporte e na perda de agrotéxicos através do
escoamento superficial e da percolagdo da dgua e do solo, sendo levado as partes

mais baixas da topografia, podendo chegar até os rios, cérregos, lagos e agudes.

As caracteristicas geomorfoldgicas da regido, quando associadas a um solo pobre e
intemperizado favorecem a contaminagdo dos sistemas hidricos. Também, a elevacao
da declividade favorece o processo de deflivio superficial, enquanto a erosdo do solo
e a falta de cobertura vegetal favorecem o processo de lixiviagdo dos agrotdxicos.
Quando o terreno ndo conta com cobertura vegetal ou quando a plantagcdo estd nas
fases iniciais de crescimento, existe uma maior probabilidade de contaminagao dos
sistemas hidricos subterraneos. Por outro lado, a plantacdo mais desenvolvida
consegue reter parte desta contaminacdo. Além disso, o carreamento superficial e o
transporte de agrotoxicos pelo ar atmosférico também podem ser possiveis fontes de

contaminacdo dos sistemas hidricos superficiais (VEIGA, 2006). Ao atingirem esses
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sistemas, podem se somar a outros poluentes ali presentes e com eles interagirem,
podendo ameacar seriamente a vida e a saide dos que dessas dguas dependem

(PAGANINTI, 2007).

Figura 1: Transporte de agrot6xicos no meio ambiente.
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Fonte: VEIGA, 2006.

Adicionalmente, em se tratando de pequenas propriedades rurais, ¢ comum verificar
uma proximidade inadequada das culturas agricolas com residéncias, animais

domésticos e reservatdrios naturais de dgua, aumentando o risco de exposicao.

Devido a intercomunicabilidade dos sistemas hidricos, qualquer contaminagdo em
um determinado sistema hidrico pode resultar em uma contaminagdo distante das
areas em que foram originalmente aplicados. Por isso, a contamina¢do de um sistema
hidrico pode representar um dano ao ecossistema local e distante, a populacdo local
que se utiliza dessa dgua para diversas finalidades, inclusive o consumo (VEIGA,

2006).
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Diversos estudos realizados em dguas superficiais tém demonstrado a sua
contaminacdo por uma gama diversificada de substancias agrotéxicas, que podem ter
atingido as 4guas naturais devido aos diversos processos que sofrem no ambiente.
Muitas dessas substancias s@o objeto de monitoramento pelos 6rgdos responsaveis
pelo tratamento e abastecimento publico de 4gua e pelos o6rgdos de vigilancia
ambiental, mas nem todos os agrotéxicos o sdo, uma vez que as legislacdes
pertinentes a essa problemdtica ndo contemplam grande parte dos compostos
utilizados na atualidade. Moreira et al. identificou a presenca de niveis altos de
agrotoxicos anticolinesterdsicos em amostras de dgua colhidas do Rio Sao Lourenco,
situado em uma regido agricola da cidade de Nova Friburgo, no Rio de Janeiro

(MOREIRA, 2002).

A ocorréncia de agrotéxicos em dguas superficiais tende a ocorrer em ciclos, que
podem se repetir em intervalos de dias, semanas ou meses, dependendo do tipo de
corpo d’dgua e da substancia em questdo. A ocorréncia de muitos agrotoxicos nesses
sistemas hidricos € sazonal devido a sua caracteristica de uso na agricultura, estando
relacionada as épocas de aplicagdo, aos periodos de chuvas, irrigacdo, e ao tamanho
de curso d’4gua. Diferentemente, a ocorréncia de agrotxicos oriunda do uso urbano
ndo possui caracteristica sazonal, uma vez que suas aplicagdes ocorrem o ano todo

(USEPA, s.d.).

3.1.7 O metamidofés

O metamidofds (ou O,S-dimetilfosforamidotioato; C,HsNO,PS) (Figura 2) é um
praguicida organofosforado de largo espectro de acdo, registrado na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) como inseticida e acaricida, e sendo
classificado, por essa mesma Agéncia, como extremamente toxico (classe

toxicoldgica I).

Trata-se de um sélido cristalino incolor, de odor acre, com peso molecular de 141,12,

pressdo de vapor em torno de 3x10™* mmHg 4 30°C e ponto de fusdo igual a 44,5° C.
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(EXTOXNET). E estivel em pH entre 3 e 8, ¢ apresenta alta solubilidade em égua,
dlcoois e cetonas, média solubilidade em compostos organicos clorados e baixa
solubilidade em hexano e tolueno (WHO, 1993). A Tabela 2 apresenta um resumo

das propriedades fisico-quimicas do metamidofos.

Figura 2: Estrutura do metamidofés

Fonte: LIMA, 2001.

Tabela 2: Resumo das propriedades fisico-quimicas do metamidofés.

Propriedade Valor

Peso molecular 141,12
Pressao de vapor (mmHg — 30°C) 3x10™
Ponto de fusdo (° C) 44.5
Solubilidade em dgua (g/L) > 200
Log K., -0,8
Koe 5
Constante de Henry (Pa m’ mol'l) (20°0C) <1,6x10°

Fontes: EXTOXNET, INGELSE, 2001.

O baixo valor de Log K.y, inferior a zero, mostra uma elevada polaridade da

molécula e, conseqiientemente, elevada solubilidade do metamidofés em 4gua,



35

denotando extrema dificuldade de extrai-lo de matrizes aquosas. Segundo GEIB e
GEBERT (2006), a eficiéncia da extrag¢do utilizando-se materiais derivados da silica
(extracdo em fase sélida) € fortemente dependente do log K, sendo que somente
compostos com valores superiores a zero podem ser eficientemente extraidos.
Juntamente com o K., que mostra a relacdo entre concentracdao do ingrediente ativo
aderido aos sedimentos e dissolvido na d4gua, demonstra a tendéncia do metamidofés
em permanecer na coluna d’dgua, no meio ambiente. A baixa pressdo de vapor do
metamidofés indica sua tendéncia a permanecer no meio liquido, ndo havendo

grandes perdas por evaporacgdo para a atmosfera.

No ambiente, o tempo de meia vida do metamidofés pode variar (EXTOXNET;
HSDB): no solo, de 2 a 12 dias, dependendo do tipo e composicdo; na dgua: cerca de
309 dias em pH 5,0; cerca de 27 dias em pH 7,0 e aproximadamente 3 dias em pH
9,0. Pode ainda sofrer fotdlise, o que faz com que sua meia vida, em pH 5,0, diminua
para cerca de 90 dias. A volatilizacdo, a partir da superficie da dgua ndo € esperada,
bem como sua adsorc¢do a sélidos em suspensao e sedimentos. O produto final de

degradaciao, usualmente, é o acido fosfoérico.

Além disso, o metamidofés apresenta moderada a alta ecotoxicicidade para aves
(LDsy variando de 10 a 29,5 mg/Kg) e peixes (LDsp de 25 a 100 mg/L) (WHO, 1993;
EXTOXNET).

Em mamiferos, estudos demonstram sua alta toxicidade aguda para exposicoes oral,
dérmica e inalatéria, sendo citados como DLsy, para exposi¢do oral, em ratos, os
valores: 15-30 mg/kg para machos e 16 mg/kg para fémeas; ja4 para exposicdo
dérmica, os valores de DLsy sdo: 50 -110 mg/kg em machos; e nas exposi¢oes
inalatdrias, os estudos fornecem valores de DLsy de: 525 mg/m3 em uma hora de
exposicio e 162 mg/m3, para quatro horas, em machos (WHO, 1993).
Adicionalmente, casos de envenenamento, em humanos, tém sido observados e
relatados na literatura, destacando-se incidentes de envenenamento por Metamidofds
em Hong Kong e na Nicardgua, além de intoxica¢des agudas causadas por vegetais

contaminados, na China.
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Outros estudos realizados em mamiferos, na sua maioria ratos, demonstram ainda
alteracdes reprodutivas (EXTOXNET, s.d.) nos animais tratados com metamidofos,
decorrentes de exposi¢des subcrOnicas e cronicas, incluindo aumento de
anormalidades morfoldgicas em espermas, diminuicdo de fertilidade em fémeas,
eventos adversos na proliferacio de células embridnicas, aumento de embrides
degenerados (BURRUEL, 2000), efeitos teratogénicos e comprometimento dos
filhotes no que tange a atraso de maturagdo sexual, diminui¢do do peso, o que pode
retardar o seu crescimento, € da viabilidade dos filhotes, bem como atraso no seu

desenvolvimento normal (CASTRO e CHIORATO, 2007).

Adicionalmente, foram demonstrados os potenciais citotoxico, mutagénico e
genotoxico do metamidofés em estudos de toxicidade subcronica, “in vivo”, em ratos

(IPCS, 2002; KARABAY e OGUZ, 2005; ERGENE, CELIK e KAYA, 2007).

Também, em ensaios de exposi¢cdo cronica, foram verificadas alteracdes nos tecidos
cardiacos de ratos através da observacdo de hipertrofias cardiacas, incluindo
hipertrofia do coracdo e hipertrofia das fibras musculares individualmente, e

constatacdo de hipertensiao arterial (CALORE et al., 2007).

Foram constatadas ainda alteragdes no sistema nervoso central em estudos de
exposicdo cronica, em ratos, incluindo atrofias em algumas regides cerebrais
(CALORE et al, 2006) e alteragdes neuropsicoldgicas em estudos de exposi¢dao a
baixas doses por um periodo prolongado (mais de dez anos), sendo detectados
ansiedade, distirbios na performance visuo-motora, habilidades visuo-perceptivas e
velocidade de processamento de informacdes (TAPIA et al, 2006). Encontrou-se
também relatos de alteracdes na tiredide, em nivel tecidual, em exposicdo aguda de

ratos (SATAR et al, 2008).

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, através do
Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT), existem onze produtos
comerciais registrados no Brasil cujo principio ativo € o metamidofds, apresentando-
se geralmente na forma de concentrados soliveis. Além disso, 0 metamidofés é um

produto de degradagdo de outro agrotéxico muito utilizado, o acefato. A ANVISA
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permite o uso desses produtos para aplicacdo foliar nas culturas de algodao,

amendoim, batata, feijao, soja, tomate rasteiro (com fins industriais) e trigo.

Adicionalmente, a mesma Agéncia considera como valor de ingestio didria aceitavel
(IDA), 0,004 miligramas de metamidofés por quilograma de massa corpérea,
considerando todas as possiveis fontes de exposicdo, e estabelece limites maximos
permitidos (MRL) de tal agrot6xico nos vegetais provenientes de culturas onde o uso
do metamidofés é permitido, sendo: 0,05 mg/Kg em algodio; 0,1 mg/Kg em
amendoim, trigo e batata; 0,01 mg/Kg em feijao e soja e 0,5 mg/Kg em tomate

(ANVISA, monografia).

Em relacdo a presenca de metamidofés em dguas superficiais no Brasil, o Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), do Ministério do Meio Ambiente, através
da Resolugdo n° 357, de 17 de Marco de 2005, estabelece as condi¢des e padroes de
lancamento de efluentes e os limites mdximos dos contaminantes em 4guas
dependendo do seu destino (Tabela 3) (BRASIL, 2005). A Companhia de Tecnologia
de Saneamento Ambiental (CETESB), do Estado de Sao Paulo, é responsavel pelo
acompanhamento da qualidade das 4dguas dos rios e reservatérios do Estado, bem
como por realizar acdes de controle e fiscalizagdo das fontes de polui¢do, impedindo
o lancamento de efluentes que possam comprometer sua qualidade. Esta demanda é
atendida por meio da rede basica de monitoramento e dos monitoramentos regionais,
bem como pela rede automdtica de monitoramento, onde a caracterizagdo da
qualidade da 4dgua € realizada por meio de andlises de varidveis fisicas, quimicas e
bioldgicas tanto da 4gua quanto do sedimento, contemplando substancias previstas na
norma supracitada, inclusive agrotxicos.

J4 o Ministério da Sadde, através de Portaria n° 518/2004, estabelece os
procedimentos e responsabilidades relativos ao controle e vigilancia da qualidade da
dgua para consumo humano, e determina seus padrdes de potabilidade, considerando
limites maximos para diversos agrotéxicos, porém tanto a Resolucdo 357/2005
quanto a Portaria 518/2004 ndo preveem, atualmente, o monitoramento do
metamidofés (VEIGA, 2006; CONAMA, 2005). Deste modo, a presenca dos
agrotoxicos previstos e regulamentados em legislacdes € continuamente monitorada

nas 4guas para abastecimento publico, o que permite detectar e corrigir
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contaminagdes significativas ou residuais, por tais substincias, evitando o
desenvolvimento de efeitos toxicos agudos e cronicos decorrentes da ingestdo e
contato com esses produtos.

Ja em outros paises a situac@o € bem diferente. Na Unido Européia, foi estabelecido o
valor de 0,1 pg/L como concentracdo maxima permitida de qualquer praguicida em
aguas destinadas ao consumo humano independente de sua toxicidade, e 0,5 pg/L
para a somatdria dessas substancias. Nos Estados Unidos, a EPA (Environmental
Protection Agency) trabalha com concentragdes estimadas do praguicida
metamidofés em dgua potavel, proveniente de dguas superficiais, adotando valores
de 28,6 a 61,8 ppb para contaminacio recente e 1,5 a 3,8 ppb para contaminacao
tardia. Neste mesmo pais, no Estado da Florida a concentragdo méxima permitida
para o metamidofés, em dgua potavel, é de 5 pg/L (5 ppb) (EEAA, s.d.). J4 na
Holanda, o metamidofés estd na “lista-negra” de substancias cujas emissdes

deveriam ser cessadas imediatamente.

Tabela 3: Principais agrotoxicos a serem monitorados em dguas doces, segundo a
Resolucdo CONAMA 357.

Parimetros orpnicos Aguas classes I e II - Aguas classe III -
valor maximo (ug/L) | valor maximo (ug/L)
Alacloro 20 -

Aldrin + Dieldrin 0,005 0,03
Atrazina 2 2
Carbaril 0,02 70,0

2,4-D 4,0 30,0

Demeton 0,1 14,0

DDT + DDE 0,002 1,0
Endossulfan 0,056 0,22

Endrin 0,004 0,2

Glifosato 65 280

Heptacloro epoxido + Heptacloro 0,01 0,03

Lindano (g-HCH) 0,02 2,0

Malation 0,1 100,0
Metolacloro 10 -
Metoxicloro 0,03 20,0

Paration 0,04 35,0

Simazina 2,0 -
Trifluralina 0,2 -
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Apesar das normativas brasileiras ndo adotarem valores maximos aceitaveis para o
metamidofés em dgua, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), em
novembro de 2009, publicou uma consulta publica que sugeria a proibicdo do seu
uso em todo o territério nacional, devido as caracteristicas neurotdxicas,
imunotdxicas e toxicidade sobre o sistema enddcrino, reprodutor e desenvolvimento
embriofetal (ANVISA, 2009), e em janeiro de 2011 foi decidido pela mesma
Agéncia promover a retirada completa do metamidofés do mercado brasileiro, até
junho de 2012. Além disso, encontra-se em revisao a Portaria n° 518 do Ministério da
Saide, com o intuito de incluir diversos parametros no padrdao de potabilidade
brasileiro de dgua, incluindo o metamidofés, com o valor mdximo permitido de 12

ng/L (MS, 2010).

Reconhecendo os efeitos negativos de uma potencial contaminagdo por metamidofés
a saude publica e ao meio ambiente, e considerando-se que, no Brasil, ndo ha
legislacdo que contemple valores aceitdveis da presenca de metamidofos em sistemas
hidricos, a despeito do seu largo e crescente uso na agricultura, este trabalho estudou
o rio Sorocaba na regido do Alto Sorocaba, e seus principais formadores: o rio
Sorocamirim, o rio Sorocabucu e o rio Una, no que se refere a presenca de
metamidofés em suas 4guas, ja que a atividade agricola nos seus arredores € intensa,

com o uso de agrotéxicos, dentre eles o metamidofos, e a utilizacao de tal substancia

a montante dos pontos analisados afetard a qualidade da 4gua subsequente.

3.2 FUNDAMENTACAO TEORICA DOS METODOS ANALITICOS
UTILIZADOS

3.2.1 Preparo de amostras

A maioria das andlises que envolvem amostras ‘“reais”, € ndo apenas padrdes

analiticos, requer uma ou mais etapas de preparagdo antes da identificacao e medida
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da concentrac@o da substincia de interesse por um instrumento analitico. Das etapas
que podem estar envolvidas nessa preparacdo, destacam-se: filtragdo, extragdo,

eliminacdo de impurezas (clean-up), concentracdo e ajuste de pH (LANCAS, 2004).

Nas andlises ambientais, principalmente em determinacdes de micropoluentes
orgdnicos em dguas, como por exemplo praguicidas, a baixa quantidade dessas
substancias torna dificil sua determinacao direta, pela maioria dos métodos analiticos
disponiveis na atualidade. Assim, a concentracdo do analito de interesse em um

volume menor de solvente facilita sua determinagao analitica.

3.2.1.1 Extragdo liquido-liquido

Uma das técnicas de extracdo mais utilizadas até a atualidade € a extragdo liquido-
liquido, que baseia-se na solubilidade relativa dos analitos presentes na amostra em

dois solventes diferentes e imisciveis entre si (LANCAS, 2004).

Em geral, a substancia de interesse e os interferentes se encontram em uma amostra
liquida, geralmente dgua, que é colocada em um funil de separagdo ao qual se

adiciona um solvente organico imiscivel (Figura 3).
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Figura 3: Extracdo liquido-liquido.
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Fonte: UFSC, s.d.

O sistema € agitado vigorosamente e o analito passa da fase aquosa para a organica,
enquanto, idealmente, os interferentes permanecem na dgua. Posteriormente, o
solvente organico € recolhido em recipiente separado, e evaporado a secura (ou
quase), e o residuo contendo a substincia a ser analisada é ressuspendido em uma

pequena quantidade de solvente, a fim de ser analisado.

A eficiéncia desse processo depende da solubilidade do composto de interesse na
dgua e no solvente organico escolhido, bem como dos interferentes. Compostos
muito polares e, portanto, com alta solubilidade em dgua sdo dificeis de serem
extraidos por essa técnica. Alguns artificios podem ser utilizados para melhorar a
extracdo desses compostos, como por exemplo, a adi¢do de sal até a saturacdo da
fase aquosa, em um processo, denominado efeito ‘salting out’. Classicamente, este
efeito promove a separagdo, em duas fases, entre a por¢ao aquosa € um solvente
organico miscivel em dgua. Porém, um segundo uso muito difundido deste efeito é
promover um aumento na eficiéncia da extracio liquido-liquido de compostos muito

polares (MAJORS, 2009).
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Por outro lado, a extracdo liquido-liquido apresenta algumas desvantagens
significativas. Por exemplo, € um processo tedioso, que requer grandes volumes de
solventes organicos, apresenta custo moderado a alto, € de dificil automacdo e
geralmente apresenta pequena repetibilidade/reprodutibilidade em decorréncia das

vdrias etapas inerentes ao processo (LANCAS, 2004).

3.2.1.2 Extracdo em fase solida

A extragdo em fase sélida, do inglés “Solid Phase Extraction” (SPE) foi introduzida
no meio analitico em meados da década de 1970, e ¢ uma técnica de separacdo
liquido-sélido baseada nos mecanismos de separacdo da cromatografia liquida

classica (LANCAS, 2004).

z

Ela se comporta como uma cromatografia liquida onde é empregada uma coluna
aberta, denominada cartucho de extracdo, que contém a fase s6lida, correspondente a

fase estaciondria da cromatografia.

A amostra, contendo a substancia de interesse € colocada no topo do cartucho e
aspirada com pequeno vacuo, de modo a penetrar através da fase soélida. Nesse
processo, o analito deve ficar retido no cartucho, devido as interacdes de diversos
tipos: adsorcdo, particdo, troca idnica, exclusdao por tamanho, dentre outras. Apds a
percolacdo de toda a amostra, a substancia de interesse, retida no cartucho, € eluida
com um pequeno volume de solvente, de forma a coletar o analito, normalmente, em

concentracao ja apropriada para andlise (Figura 4).

Em andlises de amostras de interesse ambiental, nas quais usualmente o analito se
encontra extremamente diluido, o objetivo principal deste procedimento € promover
a sua concentracdo, deixando passar um grande volume de amostra a fim de
aprisionar o analito e elui-lo com pequena quantidade de um solvente adequado, que

seguird diretamente para andlise (LANCAS, 2004).
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Figura 4: Etapas do processo de extracdo em fase sélida: (1) Condicionamento do
cartucho; (2) percolagdo da amostra; (3) eliminacdo de impurezas; (4) eluicdo do

composto de interesse.
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Fonte: Biotage, s.d.

3.2.1.3 Aplicagdes das técnicas de extracao na andlise de agrotoxicos

Como ja foi dito anteriormente, as andlises de residuos de agrotoxicos, em geral,
necessitam de uma ou mais etapas de preparacdo das amostras antes da identificacdo
e da medida da concentragcao da substancia de interesse por um instrumento analitico,
e na grande maioria das vezes estas etapas envolvem os processos de extracdo

mencionados anteriormente.

A identificacdo dos praguicidas em matrizes variadas € muito presente nas pesquisas.
GONCALVES, em 2007, realizou a pesquisa de herbicidas em dgua e solo de cultivo
de arroz, com o uso da extragdo em fase sélida no pré-tratamento das amostras.
PIHLSTROM et al, em 2007, relatou o uso de acetato de etila na extracdo de mais de
trezentos praguicidas diferentes de amostras de frutas e vegetais. PAGLIUCA et al,

em 2006, procedeu a andlise de agrotéxicos organofosforados em leite, através do
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uso de extracdo liquido-liquido e em fase s6lida. WANG, em 2006, realizou um
estudo para a determinacdo de diversas classes de agrotéxicos em suco de maca e
para isso utilizou extracdo com solvente e clean up com a técnica de extragdo em fase
solida (SPE). YEOH et al, em 2006, estabeleceu um método para determinar acefato,
metamidofés e monocrotofés em 6leo de frutos de palmeiras utilizando também
extracdo com solvente e clean up por SPE, e LIMA e colaboradores, 2003,
desenvolveu um método para extracdo e andlise de metamidofés provenientes de

amostras de soja, propondo a confec¢ao das colunas utilizadas na SPE.

Especificamente para andlise de agrotéxicos em dgua, outros tantos estudos podem
ser citados. Na Italia, em 2007, PASTI usou extracdo em fase s6lida como preparo de
amostras de dgua superficiais, a fim de determinar praguicidas. BROWN et al, 1999,
mostrou a andlise de diversos agrotéxicos em &4guas residudrias utilizando-se a
técnica de extragdo liquido-liquido continua no tratamento prévio das amostras.
FARIA, em 2004, avaliou a eficiéncia de diferentes sorventes na extracdo em fase

sOlida de varios praguicidas em dgua.

Quando a questdo € a extracdo e andlise de metamidof6s (e também alguns outros
praguicidas de alta polaridade) em d&dgua, os métodos e suas eficiéncias sdao

diversificados e muitas vezes controversos.

A Agéncia de Protecao Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) dé as diretrizes para
a extracdo de metamidofés de 4guas residudrias municipais e industriais em seu
método 1657. Nele, € usada a extracdo liquido-liquido continua, sob aquecimento,
porém € realizada uma saturacdo das amostras aquosas com cloreto de sédio antes do
inicio da extracdo, e o solvente utilizado € diferente do usual para os outros
compostos. Tal método foi desenvolvido para amostras que continham no minimo 10

pg/L do metamidofés (USEPA, s.d.).

Ja o Manual Alemao de Andlise de Residuos de Praguicidas propde que amostras de
50 mL de 4gua, contaminadas com metamidofés, sejam extraidas, apds a adi¢do de
cloreto de sédio, através de extragdo liquido-liquido, com trés por¢des de 150 mL de

diclorometano, durante dois minutos. Os niveis de fortificacdo descritos variaram de
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5 a 1000 pg/L, e as recuperacdes foram em média de 80% (THIER e KIRCHHOFF,
1989).

Em 2003, ASI, em sua tese de doutorado, estudou a extracdo em fase sdlida, e
determinagcdo cromatografica de diversos praguicidas em alimentos € em 4gua.
Dentre os praguicidas estudados, estava o metamidofés. Foram utilizados quatro
diferentes sorventes (SEO-PAK C-18, LiChrolut C-18, ENVI-Chrom P e ENVI-Carb
C-18), e a fortificacdo das amostras de dgua foi feita com 1 pg de cada substancia.

As recuperagdes obtidas foram superiores a 95%.

GIRARD, 2004, estudou a extracdao em fase sélida do metamidofés e do acefato, no
cartucho Oasis HLB da marca Waters. Para o metamidofés, foram obtidas
recuperacdoes de 50 a 60%, respectivamente para concentragdes de fortificacdes
crescentes de 50 a 800 ng/L, porém, para as concentra¢cdes menores, o coeficiente de

varia¢do foi demasiadamente alto.

Outros autores, porém, relatam dificuldades em extrair o metamidofés da 4gua,
principalmente em concentragdes extremamente baixas, atribuindo esta dificuldade a

alta polaridade do metamidof6s, e portanto sua grande solubilidade nesse solvente.

Em 2001, INGELSE ilustrou as limitagdes da SPE para extracio do metamidofds em
niveis de tragos. Ao testar cinco diferentes sorventes e utilizar amostras de 100 mL
de dgua, a uma concentragao de 50 pug/L, as recuperagdes obtidas para tal praguicida
foram insatisfatérias, variando de 0% a, no maximo, 2%. Isso prejudica
demasiadamente a andlise, uma vez que os baixos limites de detec¢cdo e quantificacdo
nao podem ser atingidos. No mesmo artigo, € proposto um método através de LC-
MS/MS, com injecdo direta de grande volume de amostra aquosa (I mL). Os
resultados obtidos foram excelentes, atingindo baixissimos limites de deteccao (0,01

pg/L), sem ocorrer o alargamento do pico.

Adicionalmente, LIU, em 2006, realizou um estudo com determinados praguicidas
polares, incluindo o metamidofés, a fim de determinar e comparar a eficiéncia da
extracdo liquido-liquido e da extracdo em fase sélida (cartuchos OASIS HLB da
Waters e Chromabond HR-P) para tais substincias. Ao se utilizar 500 mL de

amostra, a recuperacdo do metamidofés, com concentracdo de fortificacdao de 0,5
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pg/L, foi extremamente baixa tanto para a extragdo liquido-liquido (4,6%) quanto
para a SPE (5,2%). Nos testes com menor quantidade de amostra e simultaneamente
com maior concentracdo de fortificagdo, a recuperacio na SPE foi crescente,

chegando a recuperagdo de 93,6% com volume de 5 mL e concentragdo de

fortificagdo de 5 pg/L.

Na mesma linha, GEIB e GEBERT, em 2006, avaliou vinte e um diferentes
sorventes de extracdo em fase sélida para a extragdo de substancias altamente
polares, incluido o metamidofés. A concentragdo de fortificacdo foi de 10 ug/L e o
volume de amostra foi 100 mL. Os sorventes de octadecilsilano (C-18) ndo se
mostraram adequados para extrair o metamidofés, atingindo-se recuperagdo méixima
de 18%. Os sorventes poliméricos apresentaram recuperacgdes bastante variadas, indo

de praticamente 0% até 60% de recuperacoes.

3.2.2 Métodos cromatograficos de anélise

A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) define a cromatografia
como sendo um método fisico de separacdo no qual os componentes sdo separados e
distribuidos entre duas fases, uma delas fixa (a fase estaciondria) e a outra dotada de

movimento em determinada direcdo (a fase mével) (ANDREY, 2003).

A cromatografia possui aplicacdo em todas as dreas de ciéncia. Atualmente, a
conformagdo em coluna € a mais difundida. Ela foi inventada e assim denominada no
inicio do século XX pelo botanico russo Mikhail Tswett, que empregou a técnica
para separar varios pigmentos vegetais, tais como clorofilas e xantofilas, fazendo-se
passar dissolucdes destes compostos através de uma coluna de vidro preenchida com
carbonato de célcio finamente dividido. As espécies separadas apareciam como
bandas coloridas na coluna, o que deu origem ao nome cromatografia (do grego

chroma que significa cor, e graphein que significa escrita) (SKOOG et al, 2001).
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Ela agrupa um conjunto importante e diverso de métodos de separagcdo, sendo que
em todos eles, a amostra se desloca juntamente com uma fase mével, que pode ser
um gdas, um liquido ou um fluido supercritico. Essa fase mével passa através de uma
fase estaciondria imiscivel e fixa a uma coluna ou a uma superficie sélida. Existem
diversos tipos de fases estaciondrias e fases mdveis, sendo escolhidas de tal forma
que os componentes da amostra se distribuam de modo distinto entre elas. Assim,
aqueles componentes que sdo fortemente retidos pela fase estaciondria se movem
lentamente com o fluxo de fase mével; e ao contrdrio, 0s componentes que S0 pouco
retidos pela fase estaciondria, se movimentam com rapidez junto com a fase movel.
Como conseqiiéncia, os componentes da amostra se separam em bandas que podem
ser analisadas qualitativa ou quantitativamente. Ao final da coluna, hd um detector
que registra o sinal em fun¢do do tempo, sendo obtido, desse modo, um grafico
denominado cromatograma, o qual fornece informacao a respeito da identificagdo do
componente através da posi¢cdo do pico ao longo do tempo, ou seja, do tempo de
retencdo do composto, e também da sua quantidade, através da intensidade da
resposta de um analito (altura ou drea do pico) na amostra investigada e sua
comparacdo com a intensidade de resposta de quantidades conhecidas do padrio
analitico da mesma substancia, medida sob as mesmas condi¢cdes (SKOOG et al,

2001; ANDREY, 2003).

3.2.2.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia’

A cromatografia liquida € caracterizada pelo uso de uma fase mével liquida.

Em uma primeira etapa de seu desenvolvimento, em meados do Século XX, a
cromatografia liquida utilizava colunas de vidro com diametros de 1 a 5 centimetros,
e comprimentos de 50 a 500 centimetros. Essas colunas eram preenchidas com

particulas de fase s6lida grandes, em geral de 150 a 200 micrometros de diametro.

" CLAE; em Inglés: High Performance Liquid Chromathography, HPLC.
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Desse modo, os fluxos de solventes (fases mdveis) eram baixos e conseqiientemente
os tempos de separacdo e andlise eram altos, podendo levar vérias horas. Com a
necessidade de acelerar as andlises, os cientistas perceberam que poderiam diminuir
os tamanhos das colunas (didmetro e comprimento) € os tamanhos das suas particulas
de preenchimento, obtendo-se com isso resultados melhores e em menor tempo.
Porém, somente em finais de 1960 é que a tecnologia adequada para produzir
particulas de preenchimento bem pequenas (da ordem de 3 a 10 micrometros)
tornou-se disponivel. Essas novas colunas requereram o desenvolvimento de uma
instrumentacdo sofisticada, capaz de trabalhar a altas pressdes, € a todo esse novo
aparato deu-se o nome de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, sigla

oriunda do termo em inglés) (SKOOG et al, 2001).

Atualmente a cromatografia liquida de alta eficiéncia € a técnica analitica de
separacdo mais utilizada, com vendas anuais de equipamentos e acessOrios que se
aproximam a um bilhdo de ddlares. Isso se deve a sua boa sensibilidade, fécil
adaptacdo as determinagdes quantitativas exatas e, sobretudo a sua grande
aplicabilidade a compostos de interesse para a ciéncia, industria e sociedade em
geral. Alguns exemplos desses materiais sdo: praguicidas, drogas, antibidticos,
esterdides, hidrocarbonetos, carboidratos, aminodcidos, proteinas e até mesmo uma

variedade de espécies inorganicas (SKOOG et al, 2001).

Um cromatégrafo liquido tipico € composto pelos seguintes médulos: reservatério de

fase movel, bomba, injetor, coluna e detector (Figura 5).

Figura 5: Diagrama em blocos de um sistema HPLC tipico.

Reservatorios
de Fase Mével

Bomba Injetor —— Coluna —_— Detector

Esse sistema funciona através do bombeamento continuo de solventes (fase madvel)
ao longo dos mdédulos representados acima. Em determinado momento, uma unica

aliquota de amostra € introduzida na parte inicial da coluna. Seus componentes se



49

distribuem entdo, em diferentes extensoes, entre as duas fases. O fluxo continuo do
solvente faz com que a amostra avance pela coluna, a0 mesmo tempo em que ocorre
uma série de transferéncias continuas do soluto entre a fase movel e a estaciondria.
Se o analito tiver maior afinidade pela fase movel, ele se moverd com maior
velocidade através da coluna, porém se ele tiver maior afinidade pela fase
estaciondria, ficard mais tempo retido por ela e se moverd mais lentamente, até que o

detector seja atingido.

As colunas sao tubos de ago inoxidavel com diametro interno uniforme, preenchidas
por particulas porosas com didmetros constantes e pequenos, da ordem de poucos
micrometros. Normalmente as particulas sdo de silica, alumina ou poliestireno-
divinilbenzeno e podem ser recobertas com peliculas organicas que se unem quimica

ou fisicamente a elas, determinando a polaridade da coluna (SKOOG et al, 2001).

Os detectores utilizados em cromatografia liquida de alta eficiéncia devem apresentar
adequada sensibilidade, boa estabilidade e reprodutibilidade, resposta semelhante e
linear para os analitos, estendendo a varias ordens de magnitude, tempo de resposta

curto e independente do fluxo, dentre outras (SKOOG et al, 2001).

Um grande nimero de tipos de detectores sdo usados rotineiramente, incluindo-se
detectores por radiacdo ultravioleta, fluorescéncia, eletroquimicos, de condutividade,

indices de refracdo e espectrometria de massas.

3.2.3 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas foi desenvolvida em meados do ano 1907, por J. J.
Thomson, porém, somente em meados da década de 1940 ela comecou a ser aplicada
em andlises quimicas de rotina pela industria do petrdleo, para a quantificacdo de
misturas de hidrocarbonetos produzidos no fracionamento catalitico. Anteriormente,
andlises de amostras desse tipo, que com freqiiéncia possuiam até nove

hidrocarbonetos diferentes em sua composi¢ao, eram realizadas através de destilagao
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fracionada e posteriores medidas dos indices de refracdo dos componentes separados.
Para tal, era requerido um tempo de operacdao de cerca de 200 horas ou mais

(SKOOG et al, 2001).

No inicio da década de 1950 ocorreu um ripido aperfeicoamento dos espectrometros
de massas comerciais, € eles comecaram a ser utilizados na 4rea quimica para a
identificacdo e a elucidacdo estrutural de uma ampla variedade de compostos
organicos. E, a partir da década de 1980, outros avancos na tecnologia dos
equipamentos usados na espectrometria de massas permitiram difundir seu uso para

outras dreas da ciéncia como a biologia e a bioquimica (SKOOG et al, 2001).

Atualmente, esta técnica estd sendo amplamente difundida devido a sua versatilidade
nas aplicac¢des, confiabilidade dos resultados obtidos e alta sensibilidade, porém

apresenta elevados custos de aquisi¢cao, manutencao e operagao.

A grande quantidade de substancias quimicas organicas existentes e utilizadas nos
dias atuais, muitas delas com caracteristicas semelhantes, torna dificil a tarefa de
identifica-las inequivocamente em uma amostra, somente com o uso da
cromatografia como ferramenta, uma vez que os resultados de tempo de retencao
obtidos ndo sdo especificos para cada composto. Desse modo, informacdes
complementares sdo necessdrias e, normalmente, sdo provenientes de uma técnica

auxiliar, freqiientemente alguma forma de espectrometria.

A espectrometria de massas pode fornecer, em muitos casos, a identificacao absoluta
da molécula questionada. Isso ocorre pois ela fornece ndo somente informacdes
estruturais do composto, como por exemplo, principais grupos funcionais presentes,
mas também a massa molecular do analito. Esta udltima é, muitas vezes, uma
informacao valiosissima, que reduz dramaticamente o nimero de possiveis estruturas

para o composto analisado (ANDREY, 2003).

Uma outra grande vantagem da espectrometria de massas € a sua alta sensibilidade,
onde a identificacdo inequivoca do composto e sua quantificagdo podem ser obtidas
mesmo com quantidades muito baixas do analito (da ordem de picogramas), com

altas exatidao e precisdo (ANDREY, 2003).
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Um resumo do processo integral de andlise pela espectrometria de massa classica,
culminando num espectro de massa tipico freqiientemente encontrado na literatura é
mostrado na Figura 6, onde M representa as moléculas de um composto puro. Apds
um processo de ioniza¢do, M+ se decompde, criando fons de massas menores que,

detectados, geram o espectro de massa.

Para que o processo possa acontecer, € preciso que o instrumento possua oOs
componentes adequados. A Figura 7 mostra um diagrama de blocos dos
componentes principais de um espectrometro de massa. Como € possivel ver na
figura, sdo tr€s os componentes principais: uma fonte de fons, o analisador de massas
e o detector. Na fonte de ions, os componentes de uma amostra sdo convertidos em
ions, pela acdo de um agente ionizante, € 0s ions positivos ou negativos sao
imediatamente acelerados em direcio ao analisador de massas. A fun¢do do
analisador de massas € separar tais fons de acordo com a sua relacdo massa-carga
(m/z). Os espectrometros de massa podem ser classificados em vérias categorias
dependendo da natureza do analisador de massas. Finalmente um detector recebe os
ions que foram separados pelo analisador, transformando a corrente de fons em sinais
elétricos que sdao processados, armazenados na memoria de um computador e

mostrados em uma tela (RODRIGUEZ, 2003).

Figura 6: Andlise por espectrometria de massas.
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Fonte: RODRIGUEZ, 2003.
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Figura 7: Componentes bésicos de um espectrometro de massas.
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E essencial para o funcionamento desses equipamentos, a manuten¢do de um alto
vécuo (10® a 10™ torr) em todos os componentes do instrumento, com exce¢ao do
processador de sinais. Isso se deve ao fato de os componentes da atmosfera

interagirem com as particulas carregadas geradas pelo sistema, destruindo-as.

3.2.3.1 Espectrometria de massas em sequéncia

A espectrometria de massas em sequéncia, normalmente abreviada como MS/MS,
consiste no acoplamento de um espectrometro de massas a outro, geralmente do tipo
quadrupolar. Este consiste em quatro varetas cilindricas precisamente alinhadas
paralelamente, entre as quais sdo aplicadas radio freqiiéncias e voltagens varidveis,
de modo que somente uma unidade de massa (ou algumas unidades, pré-

selecionadas) pode atravessar os quadrupolos e atingir o detector (SMITH, 2005).
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O primeiro espectrometro serve para isolar um ou mais fons moleculares presentes
em uma mistura, ou seja, passarao através dele moléculas inteiras, previamente
ionizadas por uma fonte de ionizac¢do branda, normalmente o electrospray. E possivel
pré-estabelecer quais {ons moleculares serdo selecionados nesse primeiro
espectrometro, isto €, somente os compostos de interesse. Eles atingirdo entdo um
segundo quadrupolo que atua como uma camara de colisdo, livre de campos elétricos
e magnéticos, na qual se bombeia um gds inerte, normalmente nitrogénio ou hélio.
As colisdes entre os fons moleculares de interesse, selecionados no primeiro
quadrupolo, e o gis produzem fragmentacdes dos primeiros, dando numerosos ions
filhos. Estes atingirdo um terceiro quadrupolo que fard uma varredura das massas dos
fons filhos, sendo posteriormente detectados e registrados. E possivel também, nesse
ultimo quadrupolo, pré-estabelecer quais {fons filhos atingirdo o detector,
normalmente dois ou trés fragmentos mais abundantes e caracteristicos da
fragmentacdo do composto de interesse. Desse modo, somente atingirdo o detector
fragmentos i6nicos previamente determinados e oriundos da fragmentacdo da
substancia que se quer analisar, método esse denominado MRM (multiple reaction

monitoring).

A ionizagdo por electrospray, citada anteriormente, ocorre em condicdes
atmosféricas de temperatura e pressdo, e resumidamente consiste no bombeamento
da amostra através de um capilar de aco inoxidavel sobre o qual é aplicado um
potencial elétrico. A amostra é entdo nebulizada e dessolvatada, havendo
subseqiiente aumento na sua densidade de carga e a formacao dos ions, j4 em fase

gasosa (SKOOG et al, 2001).

Todo esse processo faz com que a técnica de espectrometria de massas,

particularmente MS/MS, forneca uma identifica¢do inequivoca do composto.

Alguns autores descrevem ainda, como uma outra vantagem da espectrometria de
massas em sequéncia, a nao obrigatoriedade de haver um cromatégrafo antes do
espectrdmetro, uma vez que este ultimo, por si s, ja é capaz de separar 0 composto
de interesse das outras substincias presentes na amostra (SKOOG et al, 2001;

SMITH, 2005). Porém, a visualizacdo dos resultados € facilitada com o uso do
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cromatégrafo acoplado, uma vez que sdo obtidos cromatogramas, de interpretacao

mais rdpida e simples que espectros de massa.

3.2.4 Aplicacdo do LC-MS/MS nas andlises de agrotdxicos

Atualmente, a espectrometria de massas em sequéncia tem sido aplicada a
determinac¢do qualitativa e quantitativa dos componentes de uma ampla variedade de
materiais complexos encontrados na natureza e na industria. Alguns exemplos
incluem a determinacdo de metabdlitos de drogas, feromonios de insetos, alcaldides
em plantas, tracos de contaminantes ambientais, polimeros, compostos
petroquimicos, bifenilas policloradas, prostaglandinas, praguicidas, etc., sendo uma

técnica de crescente aplicagdo (SKOOG et al, 2001).

3.2.5 Validacdo de métodos analiticos

Segundo LANCAS, 2004, validacg@o € “o ato ou efeito de validar, dar validade, tornar
vdlido, tornar legitimo ou legal. Visa diminuir ou controlar os fatores que levam a

imprecisao ou inexatiddo de um dado gerado”.

No caso de um sistema de andlise de substancias quimicas, a validagdo permite
assegurar que o sistema esteja funcionando adequadamente dentro das condi¢des
para as quais foi validado, e principalmente, permite conhecer as limitacdes do
processo e assegurar que o desempenho esperado seja atingido, dentro dos limites

pré-determinados durante a validagdo.

O processo de validacio em laboratérios de andlises quimicas passou a ter
importancia na década de 1970, a partir da constatacdo de enormes variabilidades

entre os resultados obtidos em andlises toxicoldgicas de amostras submetidas a



55

estudos interlaboratoriais, por 6rgdos do governo dos Estados Unidos da América.
Posteriormente, institui¢des governamentais americanas, como o Food and Drug
Administration (FDA) e a Environmental Protection Agency (EPA) iniciaram
esfor¢os para a criagdo do sistema denominado ISO/IEC-25, do inglés International
Standardization Organization / International Electrotechnical Commission, cujo
objetivo principal € criar normas que promovam a padronizacdo das exigéncias a
serem seguidas pelos laboratérios para que eles demonstrem competéncia na
realizacdo dos servicos e para que os resultados obtidos se tornem
internacionalmente aceitos e passiveis de reproducdo em outros laboratérios

(LANCAS, 2004).

A partir disso, cada pais passou a estabelecer seus proprios programas para assegurar

a qualidade dos servigos laboratoriais prestados e dos dados gerados.

A importancia fundamental da validacdo de uma metodologia analitica reside no fato
de que dados analiticos ndo confidveis podem conduzir a decisdes desastrosas € a

prejuizos financeiros irreparaveis.

Existem vérios procedimentos distintos para a validacdo, dependendo da finalidade
da andlise, havendo freqiientemente discrepancias entre os diferentes sistemas de
validacdo. Ou seja, ndo ha um sistema tnico de validacdo que atenda as exigéncias
dos diferentes 6rgdos nacionais e internacionais de avaliacdo da qualidade dos
laboratdrios de andlise. A despeito dessa discrepancia, a maioria das institui¢des
responsdveis pela qualidade dos dados gerados concorda com a necessidade de
adoc¢do de alguns critérios fundamentais para a validacdo de metodologias analiticas

(LANCAS, 2004).

Atualmente, no Brasil, para demonstrar sua competéncia técnica, os laboratoérios
devem se submeter a um credenciamento pelos Orgdos responsaveis: a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) e/ou o Instituto Nacional de Metrologia,
Normatizacdo e Qualidade Industrial INMETRO). Eles disponibilizam guias para o
procedimento de validagdo de métodos analiticos, respectivamente a Resolugdo
ANVISA RE n° 899/2003 ¢ o documento INMETRO DOQ-CGCRE-008 / 2003
(RIBANI, 2004).
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Desse modo, como ndo ha consenso sobre os procedimentos de validacdo e os
parametros a serem determinados, alguns autores sugerem critérios minimos que
devem ser atendidos no processo. Segundo RIBANI e colaboradores, 2004, os
parametros minimos a serem determinados na validacdo de uma metodologia
analitica sdo: seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de detec¢do, limite
de quantificacdo e robustez. A ANVISA considera esses mesmos parametros, ja o

INMETRO inclui alguns outros, como a especificidade e a sensibilidade.

3.2.5.1 Seletividade

A seletividade € a capacidade de um método determinar o composto de interesse de
maneira inequivoca, na presenca de outras substancias susceptiveis de interferirem na

determinagao (LANCAS, 2004).

Assim, a seletividade avalia o grau de interferéncia de outras espécies, além da
substancia de interesse, que possam estar presentes, e deve garantir que o pico de

resposta seja exclusivamente do composto desejado (RIBANI, 2004).

Alguma confusdo € freqiientemente criada entre os termos seletividade e
especificidade. Este udltimo € atribuido, por alguns autores, a um método
experimental que produza resposta somente para uma Unica substincia de interesse.
Ja& um método que produza respostas para um conjunto de substidncias com
caracteristicas em comum pode ser chamado de seletivo. Atualmente, diversos
Orgdos internacionais, por exemplo a International Union of Pure and Applied
Chemistry, IUPAC, tém sugerido apenas o uso do termo seletividade (RIBANI,
2004).

A seletividade de um método cromatografico pode ser verificada através da injegao,
no cromatdgrafo, de um branco confeccionado com a mesma matriz da amostra a ser
analisada. Nesse processo, ndo devem ser observados picos na regido do tempo de

retencdo do composto de interesse.
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3.2.5.2 Linearidade

A linearidade € a capacidade de um método analitico para produzir resultados

diretamente proporcionais a concentragdo da substincia de interesse nas amostras,

dentro de uma faixa de concentragdo (INMETRO, 2007).

Na pratica, a linearidade pode ser obtida através de padronizacdo externa, onde sdao
preparadas diversas solugdes, de concentragdes conhecidas, a partir de um padrdao
certificado da substancia de interesse. Essas solu¢des de padrdes sdo analisadas pelo
método proposto e os sinais obtidos (4rea ou altura dos picos) sdo relacionados com
as concentragdes em um grafico onde as concentracdes sdo plotadas no eixo x e as
areas, no eixo y. A curva obtida é denominada curva de calibracdo ou curva analitica
e deve ser uma reta, para que o método seja considerado linear. Tais curvas
necessitam também de um tratamento estatistico adequado usando-se o método
matemadtico conhecido como regressao linear, o qual permite obter a equacdo da reta

(y = ax + b), os coeficientes de regressdo a e b e o coeficiente de correlagdo r.

O coeficiente de correlagdo r fornece uma estimativa da qualidade da curva obtida,
onde valores mais proximos de 1,0 indicam uma menor dispersdo do conjunto de
pontos experimentais e menor incerteza dos coeficientes de regressdo estimados.
Alguns autores consideram valores de r superiores a 0,999 como sendo evidéncia de
ajuste ideal dos dados para a linha de regressdo. A ANVISA aceita valores de r de no
minimo 0,99 e o INMETRO, 0,90 (RIBANI, 2004; ANVISA, 2003; INMETRO,
2007).

E importante ressaltar que, para a construcdo das curvas analiticas, devem ser
preparados e analisados no minimo seis niveis de concentragdo, distribuidos

uniformemente sobre a faixa de concentragao de interesse (ANVISA, 2003).
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3.2.5.3 Precisao

A precisdo € a expressdo da concordancia entre varios resultados analiticos obtidos
para uma mesma amostra, ou seja, € o termo geral para avaliar a dispersdo de
resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, sob condi¢des definidas (RIBANI, 2004; LANCAS, 2004;
INMETRO, 2007)

O modo mais simples e difundido de se expressar e avaliar a precisdo € através da
estimativa do desvio padrao relativo (RSD), também conhecido como coeficiente de

variag¢do (CV), onde:

S
RSD (%) ou CV (%) = /media x 100

Normalmente, métodos de quantificacdo de substincias em macro quantidades
requerem um CV de 1 a 2%. Em métodos de andlises de residuos ou tragos, sao

aceitos CV de 15% a 20% (RIBANI, 2004; ANVISA, 2003).

A precisio € considerada em trés niveis diferentes: repetibilidade, precisdao

intermedidria e reprodutibilidade.

A repetibilidade, ou repetitividade, termos considerados sinonimos por diversos
autores, representa o grau de concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de um mesmo mensurado, por um mesmo método, efetuadas sob as

mesmas condi¢des de medicao descritas abaixo (RIBANI, 2004; INMETRO, 2007):
e Mesmo procedimento;
e Mesmo analista;
¢ Mesmo instrumento usado sob as mesmas condi¢des;
e Mesmo local;

e Repeticdes em um curto intervalo de tempo.
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A literatura consultada sugere que sejam realizadas andlises de padroes da substancia
de interesse em no minimo trés niveis de concentracdo diferentes (baixa, média e
alta), com o niimero de replicatas, para cada nivel, variando de 3 a 7, a fim de ser
calculado o CV (LANCAS, 2004; RIBANI, 2004; ANVISA, 2003; INMETRO,
2007).

A precisao intermedidria indica o efeito das variagdes dentro de um mesmo
laboratorio, devido a eventos como deferentes dias, diferentes analistas, diferentes
equipamentos ou uma combinacdo desses fatores. O procedimento para sua
determinagdo segue os mesmos preceitos da determinacdo da repetibilidade, supra

descrita e também € expressa em termos de RSD ou CV (RIBANI, 2004).

A reprodutibilidade € o grau de concordancia entre os resultados das medi¢des de

uma mesma amostra usando-se (LANCAS, 2004; RIBANI, 2004):
e Mesmo método;
e Diferentes laboratérios;
¢ Diferentes operadores;
¢ Diferentes equipamentos.

Ela se refere aos resultados dos estudos de colaboracdo entre laboratérios e nao €
imprescindivel na validacdo de um método que serd executado por um unico

laboratério INMETRO, 2007).

3.2.5.4 Exatidao

A exatidao de um método € definida como sendo o grau de concordancia entre os
resultados obtidos em um ensaio € um valor de referéncia aceito como verdadeiro

(INMETRO, 2007; RIBANTI, 2004).
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Na prética a exatidao é determinada através da adicdo de quantidades conhecidas de
um padrio certificado da substancia de interesse a matriz e comparando-se os valores
medidos com os valores reais, obtidos através do certificado de andlise do padrao

utilizado.

De acordo com a Resolugdao 899/2003 da ANVISA, a exatiddo deve ser determinada
utilizando-se no minimo trés concentracdes (baixa, média e alta) contemplando a
faixa de aplicacdo do procedimento, realizando-se no minimo cinco determinacdes
por concentracdo. O desvio ndo deve exceder 20%, quando se tratarem de anélises de
residuos. Ela € expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada

experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente, através da expressao:

Exatiddo = [concentracdo média experimental / concentracdo teorica] x 100

3.2.5.5 Limite de deteccdo e quantificacdao

O limite de deteccao (LOD) € a menor quantidade de uma substancia que pode ser
detectada pelo método em questdo, porém sem ser necessariamente quantificada

(LANCAS, 2004).

Na praética, ele € corresponde a menor concentragdo do analito capaz de produzir um
sinal diferente do ruido, indicando com seguranga a presenga da substancia. O modo
mais simples e difundido de se determinar o LOD € através da comparagao entre a
medi¢do dos sinais de amostras em baixas concentragdes conhecidas da substancia de
interesse € um branco (matriz isenta do composto). A concentracdo do analito capaz
de fornecer um sinal trés vezes maior que o ruido obtido com os brancos é

considerada o limite de deteccdo do método.

O limite de quantificagdo (LOQ) corresponde a menor quantidade de um analito que
pode ser quantificada com exatidao e precisdo aceitaveis (LANCAS, 2004; RIBANI,
2004).
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Os mesmos critérios de obtencdo do LOD podem ser adotados para o LOQ, porém
utilizando-se e relacdo sinal-ruido 10:1 (RIBANI, 2004). Segundo a ANVISA, ¢é
aceitdvel a relacdo 5:1 entre o sinal e o ruido da linha de base, ou seja, o limite de
quantificacdo deve ser uma concentragdo que produza um sinal no minimo cinco
vezes superior a qualquer interferéncia do branco no tempo de retencdo do analito.
Além disso, seu pico deve ser identificdvel e reprodutivel com precisdo de 20% e
exatidao de 80% a 120%, através da andlise de cinco amostras de padrdes (ANVISA,

2003).

3.2.5.6 Robustez

A robustez de um método é uma medida da sua capacidade de nao sofrer alteracdes
em decorréncia de pequenas variacoes, deliberadamente introduzidas nos parametros

do método (LANCAS, 2004).

Em analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia, a robustez pode ser avaliada
através da variagdo de diversos parametros como a composicdo (cerca de = 2%), o
pH e o fluxo da fase movel, temperatura da coluna (£ 5°C), dentre outras. Se estas
mudancas estiverem dentro dos limites de exatiddo, precisdo e seletividade

aceitdveis, entdo o método ¢é dito robusto a tais variacdes sdo aceitas no

procedimento (RIBANI, 2004).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL DO ESTUDO: A REGIAO DE SOROCABA

A regido de Sorocaba estd situada na porcdo sudeste do Estado de Sdo Paulo, e
abriga a Bacia do rio Sorocaba, que apresenta uma drea de drenagem de 5.269 km?,
abrangendo 18 municipios e totalizando uma populagdo de pouco menos de 1 milhdao
de habitantes, devendo atingir 2.472.216 até o ano de 2020. Cerca de 25% da bacia
do Sorocaba ainda possui cobertura de mata natural, 4,5% com cerrados e cerradoes,
7,5% de area de reflorestamento, 32,5% de drea de pastagem (mais da metade
cultivada) e uma policultura variada, com destaque para o milho e cana de actcar, e

outros usos multiplos, como o uso urbano e industrial (SMITH, 2005).

Figura 8: Localizacdo da Bacia do rio Sorocaba.
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O principal rio da Bacia é o rio Sorocaba, sendo seus formadores os rios
Sorocamirim, Sorocabucu e Una, e tendo os rios Tatui, Sarapui, Pirajibu e Ipanema

como outros afluentes (SMITH, 2005).

Figura 9: Bacia Sorocaba — Médio Tieté, com destaque para os rios Sorocamirim,
Sorocabugu e Una.
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Fonte: VILLARES, GOMIERO, GOITEIN, 2007.

Verifica-se que os municipios pertencentes a essa regido apresentam elevado indice
de abastecimento de dgua (aproximadamente 100%), mas, em relacdo ao
esgotamento sanitdrio, a situa¢do mostra-se precdria, ja que diversos corpos d’dgua
recebem esgoto in natura devido a ndo existéncia de sistemas efetivos de tratamento
de esgotos. A drea urbana de Ibilina possui carga potencial de esgoto sanitdrio com
1.065 Kg DBOs yp/dia, sendo 48% tratado. J4 Vargem Grande Paulista possui carga
potencial com 1.134 Kg DBOso/dia, lancados diretamente (in natura) em um

afluente do rio Sorocamirim (SALLES, 2008).



64

A Bacia do rio Sorocaba esta dividida em seis sub-bacias, dentre as quais se insere a
bacia do Alto Sorocaba com area de 929 kmz, correspondendo a 7,7% da area total.
Aluminio, Cotia, Ibitina, Mairinque, Piedade, Sdo Roque, Vargem Grande Paulista e
Votorantim s3o os municipios que compdem a drea de drenagem da sub-bacia do
Alto Sorocaba, mas nem todos possuem suas dreas territoriais totalmente incluidas

nela (SECRETARIA DO MEIO AMBIENTE, 2000).

Na Bacia do rio Sorocaba encontra-se também a Represa de Itupararanga, que foi
construida em 1912, nas cabeceiras do rio Sorocaba, e cuja barragem situa-se, hoje,
no municipio de Votorantim. Com drea de drenagem de 851 km” e vazdo mdxima de
39,12 m3/s, o reservatorio recebe dgua dos rios Sorocabugu, Sorocamirim e Una, que
antes da construcao da represa, se uniam para formar diretamente o rio Sorocaba, e
banha os municipios de Ibitina, Mairinque, Aluminio, Piedade e Votorantim. Sao
abastecidos com suas dguas os municipios de Sorocaba (74% do consumo),
Votorantim (92%), Ibitna (100%) e Sao Roque (32%) (SECRETARIA DO MEIO
AMBIENTE, 2000).

Figura 10: Bacia do rio Sorocaba.
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4.1.1 Os rios Sorocamirim, Una e Sorocabucu

O rio Sorocamirim possui sua cabeceira no municipio de Cotia, passa pelo municipio
de Vargem Grande Paulista e terras de Sao Roque, chegando ao varjao de Ibitna,
despejando suas dguas no rio Sorocabucu. Ele recebe, ao longo de seu curso, em seu
leito, as dguas do ribeirdo dos Grilos, ribeirdo Sara, ribeirdo Votorantim, ribeirdo dos

Pintos, rio Morro Grande e c6rrego do Curral.

Ja o rio Una nasce no municipio de Ibitina e vai desaguar no rio Sorocabugu nas
proximidades da represa Itupararanga. Para sua formacao recebe as dguas do coérrego
do Cupim, ribeirdo do Leopoldo e ribeirdo do Salto e pequenos afluentes

provenientes de nascentes.

O rio Sorocabucgu nasce também em Ibitina e inicialmente recebe as dguas do ribeirdo
Rafael Grande. Depois passa a receber as dguas do rio Murundu, e € reforcado pelo
ribeirdo dos Alves e ribeirdo Paiol Grande. Ele corta quase todo o municipio de

Ibidna até desembocar na represa de Itupararanga.

Os municipios que abrigam esses trés rios citados acima possuem como uma das
principais atividades de ocupacdo do solo a agricultura irrigada, destacando-se os
cultivos de milho, tomate, batata, alface, cheiro verde, escarola, rdcula, repolho,

couve-flor e outras olericolas (COUTO, 2008).

Adicionalmente, € relatado o uso de diversos agrotoxicos na regido (SECRETARIA
DO MEIO AMBIENTE, 2000), dentre eles o metamidofés. Tais usos sdo
confirmados por programas de monitoramento de analise de residuos de agrotoxicos
em alimentos, que detectam a presenca de residuos de metamidofds em diversos
tipos de alimentos, dentre eles os principais cultivados na regido, e ainda através de
um estudo realizado nas dguas da Represa de Itupararanga, que confirmaram a
presenca de tal agrotéxico em alguns pontos de coleta e em determinadas épocas do

ano (VELINI, 2007).
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As amostras de dgua foram obtidas através de coletas mensais nos leitos dos Rios

Sorocamirim, Sorocabucu, Una e Sorocaba, este ultimo apds a represa de

Itupararanga, na Regido de Sorocaba, Sdo Paulo, SP.

Tais coletas foram realizadas no periodo de Fevereiro de 2010 a Janeiro de 2011, em

pontos coincidentes com locais de monitoramentos regulares realizados pela

CETESB, nos quatro corpos hidricos, sendo as coordenadas representadas na Tabela

4.

Tabela 4: Pontos de amostragem.

Corpo Hidrico Latitude Longitude

Rio Sorocaba 233124 47 26 58

Rio Sorocamirim 233701 4712 50

Rio Sorocabucu 233929 4712 35

Rio Una 233855 4713 21

Figura 11: Representacdo dos pontos de coleta no mapa.
Rep.
Rupararanga
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Fonte: VILLARES, GOMIERO, GOITEIN, 2007 (modificado).



67

Os pontos de coleta foram fotografados, e sdo mostrados nas Figuras 12 a 15.

Figura 12: Rio Sorocamirim.

Figura 13: Rio Sorocabucu.

No momento da coleta, as amostras foram devidamente identificadas e

acondicionadas em frasco de vidro &mbar, seguindo-se os preceitos recomendados no
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater e as normas de
coleta adotadas pela Companhia de Saneamento Béasico do Estado de Sao Paulo
(SABESP). Optou-se por ndo acidificar as amostras a fim de evitar prejuizo as
andlises e ao equipamento. Ainda nos locais das amostragens foram preenchidas
fichas de coleta (modelo: anexo 1) contendo dados adicionais como temperatura, pH
e condi¢cdes meteoroldgicas nas ultimas 24 horas. Os frascos foram acondicionados

em isopores com gelo, até serem transportados ao laboratério. No laboratorio, as
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amostras foram armazenados em geladeira, de 2 a 8° C, e foram submetidas a analise
em no maximo 72 horas. A profundidade de amostragem foi de cerca de 30

centimetros.

4.2 ANALISES LABORATORIAIS

Os métodos analiticos existentes para a andlise de metamidofés em agua, levantados
na revisdo bibliogréafica, apresentaram resultados controversos em relacdo as
eficiéncias de extracdo, processo este comumente empregado na andlise de
substancias em niveis residuais, por promover a concentracao do analito e o clean up
da amostra. Alguns deles ofereceram bons resultados de recuperacdo e outros nao,
porém a maioria dos pesquisadores trabalhou com concentragdes de metamidofds

acima das almejadas para este trabalho.

Esta inconsisténcia na literatura, somada a necessidade de pronta disponibilidade de
um método capaz de detectar a quantificar o metamidofds, na dgua, em niveis de
tracos e utilizando-se recursos materiais e financeiros acessiveis a pesquisa, motivou
a realizacdo de testes com diversos procedimentos de extracao liquido-liquido e em
fase solida, e culminou com o desenvolvimento de nova metodologia capaz de
alcancar os objetivos propostos, etapa esta realizada anteriormente a andlise das

aguas dos rios.

Tais andlises foram desenvolvidas no laboratério do Nicleo de Andlise Instrumental
do Instituto de Criminalistica da Superintendéncia da Policia Técnico-Cientifica do

Estado de Sao Paulo.
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4.2.1 Material de referéncia do praguicida

O padrdo analitico de metamidofés utilizado foi adquirido da Sigma-Aldrich Brasil
Ltda. e solucdes aquosas com diferentes concentracdes dele foram preparadas com
4gua ultrapurificada em sistema Direct-Q UV;® Millipore (resistividade 18,2 mQ

cm).

Todo o padrido foi dissolvido em 1 mililitro de metanol grau HPLC, obtendo-se uma
solucdo estoque de 100 mg/mL, que foi armazenada sob refrigeracdo e ao abrigo da
luz. A partir desta solug¢do estoque, foram preparadas solu¢des de trabalho, em 4gua
ultrapurificada, nas concentracoes adequadas para proceder as andlises no

equipamento.

4.2.2 Reagentes, solventes e materiais

4.2.2.1 Utilizados nas extracoes

Funil de separacao;

Agua destilada;

Eter P.A. (Synth, Brasil);

Cloroférmio P.A. (Synth, Brasil);
Acetona P.A. (Synth, Brasil);
Diclorometano P.A. (Carlo Erba, Italia);
Metanol grau HPLC (Merck, Brasil);
Acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker, Brasil);
Acido acético P.A. 30%;

Acido Cloridrico P.A. 6N;

Cloreto de sddio P.A. (Nuclear, Brasil);

SR N N N N N N R N NN
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Cloreto de potassio P.A. (Fisher Scientific, Estados Unidos);
BalGes volumétricos de diversos volumes;
Béqueres de diversos volumes;
Micropipeta automadtica com capacidade para pipetar volumes entre 100 puL e
1000 uLL (Transferpette®, Alemanha), bem como ponteiras compativeis;
Tubos de polipropileno, com tampas de rosca, com capacidade para 50 mL e
12 mL (Eurotips scientific);
Adaptador para maltiplos cartuchos e formacao de vacuo (Sigma-Aldrich);
Compressor de ar;
Cartuchos de extracdo em fase solida:

v C-18 Lichrolut® 1000mg (Merck, Alemanha);

v CN Lichrolut® 500 mg (Merck, Alemanha);

v" NH, Lichrolut® 500 mg (Merck, Alemanha);

v’ Florisil Lichrolut® 1000 mg (Mg,Si03) (Merck, Alemanha);

v" Qasis HLB 200 mg e 100 mg (Waters, Estados Unidos).

4.2.2.2 Utilizados na cromatografia liquida e espectrometria de massas

(\

Metanol grau HPLC (Merck, Brasil);

Acetonitrila grau HPLC (J.T.Baker, Brasil);

Agua ultrapurificada em sistema Direct-Q UV;® Millipore (resistividade 18,2
m£2 cm);

Formiato de amonio purissimo p.a. para espectrometria de massas > 99,0%
(Sigma-Aldrich, EUA);

Acido férmico p-a. 98 — 100% (Merck, Alemanha);

Tubos de polipropileno, com tampas de rosca, com capacidade para 50 mL e
12 mL (Eurotips scientific);

Micropipeta automadtica com capacidade para pipetar volumes entre 100 puL e

1000 pL (Transferpette®, Alemanha), bem como ponteiras compativeis;
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v Micropipeta automética com capacidade para pipetar volumes entre 1 mL e 5
mL (Digipet®), bem como ponteiras compativeis;

v Seringas descartdveis com capacidade nominal de 10 mL (TKL®);

v" Vial de vidro ambar, capacidade para 1,8 mL, com tampa e septo (CMS®,
Brasil);

v Filtro com membrana de 0,20 um de poro e 13 mm de didmetro (Millipore,
Brasil).

v' Membrana em ésteres de celulose de 0,45 m de poro, 47 mm de didmetro;

4.2.3 Equipamentos e acessorios

O equipamento utilizado no desenvolvimento do método e nas anélises das amostras,
bem como seus componentes, estao descritos abaixo:
v" Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia da marca Agilent Technologies (1200
series), constituido por:
v Degaseificador;
v' Bomba quaterndria;
v Amostrador automatico
v" Forno de coluna;
v' Detector acoplado ao cromatégrafo: espectrOmetro de massas
Triploquadrupolo Q-trap 3200 da marca Applied Biosystems, com ionizagao
a pressdo atmosférica por Electrospray.
v’ Sistema de aquisi¢io de dados através do software Analyst (Applied
Biosistems).
v" Coluna cromatogrifica Phenomenex Hydro C-18, 50 mm de comprimento, 2
mm de didmetro interno e tamanho de particula de 5 um, com pré-coluna

equivalente;
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4.2.4 Avaliagdao dos métodos de extracao

4.2.4.1 Extracao liquido-liquido

Porcoes de 250 mL ou 100 mL de solugdes aquosas de metamidofdés com
concentracdo de 400 ng/LL foram colocadas em funis de separacdo e agitadas
vigorosamente, durante 2 minutos, com diversas combinacdes de solventes
organicos. Apds a separacdo das fases, a por¢ao organica foi recolhida em tubo de
polipropileno. Tal processo foi repetido por mais quatro vezes. Os extratos organicos
foram evaporados até a secura e os residuos foram solubilizados em 1 mL de metanol

para posteriormente serem analisados.

Alternativamente, o procedimento acima descrito foi realizado também com a adicao
de cloreto de s6dio ou de potdssio a solucdo inicial de metamidofds, até a sua

saturacao.

4.2.4.2 Extracdo em fase solida

Por¢cdes de 250 mL ou 100 mL de solu¢des aquosas de metamidofés com
concentracdo de 400 ng/L. foram submetidas a processo de extracdo em fase sdlida
variando-se o pH da amostra, os cartuchos de extracdo, os solventes de

condicionamento e elui¢do e seus volumes.

O processo consistiu no condicionamento do cartucho por percolacdo de solvente
através dele, sob baixo vacuo e/ou sob condi¢Oes atmosféricas. Em seguida, sem
secar o cartucho, a amostra foi percolada sob baixo vicuo, mantendo-se fluxo
constante e lento. Apds a passagem de todo o volume da amostra, o cartucho foi

secado através de passagem de ar, por 5 minutos. Posteriormente foi realizada a
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eluicdo do composto de interesse através da percolacdo de solvente adequado pelo
cartucho, também sob baixo vicuo e/ou condi¢des atmosféricas. O extrato foi
recolhido em tubo de polipropileno, evaporado até a secura e o residuo foi

solubilizado em 1 mL de metanol, para posteriormente ser analisado.

4.2.5 Determinacdo das condi¢des do sistema de detec¢cdo

Para otimizar as condicdes do espectrometro de massas foram feitas infusdes, ou
seja, injecdes diretas no espectrometro de massas, de solucdo analitica padrao de
metamidofds na concentracao de 500 pug/L. A partir deste procedimento foi possivel
escolher o modo de ionizagdo da fonte, a voltagem do cone, a energia de colisdo e a

temperatura da fonte, dentro da faixa indicada pelo fabricante.

Apdés a otimizacdo dessas condigcdes, foram selecionados os fons a serem
monitorados para a qualificacdo e quantificacdo da substancia e o método foi criado

no modo multiple reaction monitoring (MRM).

4.2.6 Determinac¢do das condi¢des cromatograficas

As fases moveis usadas continham diferentes combinagdes e propor¢des dos
seguintes solventes: A — dgua contendo dcido férmico e formiato de aménio; B —
acetonitrila contendo 4cido férmico; C — dgua contendo formiato de amoénio; D —

metanol.
Foram testadas as seguintes propor¢des:
e 100% de A;

e 100% de B;
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e 100% de C;

e 100% de D;

® 25%de Ce75% de D;

¢ (Gradiente iniciando-se com 100% de A até 100% de D em 2 minutos;

¢ (QGradiente iniciando-se com 100% de A até 50% de A e D em 2 minutos;
e 25%de Ae75% deD.

Foram testados os seguintes fluxos de fase mével, por minuto: 250 uL, 450 uL e 550

uL; e também os seguintes volumes de injecdo: 5 uL., 10 uL, 50 uL e 60 pL.

4.2.7 Validagdo analitica para amostras aquosas

Ap0s a determinagdo das melhores condi¢des cromatogréficas e espectrométricas, foi

realizada a validagdo do método.

Como ja foi dito anteriormente, existem vdrios procedimentos distintos para a
validacdo, havendo freqiientemente discrepancias entre os diferentes sistemas de
validacdo. No presente trabalho foram adotados os preceitos da ANVISA, do

INMETRO e dos autores Lancas e Ribani.

Neste procedimento, foram avaliados os parametros seletividade/especificidade,

linearidade, intervalo, exatiddo, precisao, sensibilidade e robustez.

4.2.7.1 Seletividade e especificidade

Analisaram-se inimeros brancos em todas as etapas da validacdo a fim de ser

verificado se, no tempo de retencdo esperado, era observada a presenca de algum
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interferente que pudesse conduzir a uma falsa identificacio do composto ou que

impedisse a sua identificacao.

4.2.7.2 Linearidade e intervalo

A linearidade foi verificada em duas etapas: na faixa de concentracdo de 0,98 a 98

pg/L e na faixa de concentragdo de 12,59 a 1259,53 ng/L.

Para este estudo foram utilizadas solucdes de calibracdo de metamidofés, preparadas
em agua, com diferentes concentra¢des ao longo das faixas estudadas e avaliadas em

triplicatas e quintuplicadas, tendo sido determinado o coeficiente de determinagdo

(r2).

4.2.7.3 Precisao

A precisdo foi determinada através de ensaios de repetibilidade e precisdao
intermedidria, sendo demonstrada através do célculo do coeficiente de variacdao

médio (CV%).

Para a determinagdo da repetibilidade, foram analisadas seis concentragdes distintas,
distribuidas ao longo da faixa linear estudada, e cada concentragdo foi avaliada em

quintuplicata, em um mesmo dia.

Ja para a precisdo intermedidria, foram estudadas trés diferentes concentracdes

(baixa, média e alta), também em quintuplicata, em dias distintos.
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4.2.7.4 Exatidao

A exatidao do método foi verificada pela andlise de seis amostras de concentra¢des
conhecidas, contemplando a faixa de trabalho linear, e expressa em porcentagem de

recuperacao (R%).

4.2.77.5 Sensibilidade (limite de quantifiacao e limite de deteccao)

O limite de quantificacdo (LOQ) foi estabelecido considerando-se a menor
concentracao do analito que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis

sob as condi¢des experimentais estabelecidas (niveis de residuos).

Para a determinacdo do limite de detec¢do (LOD) foi considerada a concentragdao
cujo sinal cromatogréfico obtido foi trés vezes maior que o sinal do ruido da linha de

base, no tempo de reten¢ao do composto de interesse.

4.2.7.6 Robustez

Para avaliar a robustez do método, foram variados os seguintes parametros: fluxo,

composi¢cao da fase mével e temperatura da coluna.
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4.3 PRESENCA DE AGROTOXICOS EM CORPOS HIDRICOS DA REGIAO:
DADOS COMPLEMENTARES

A titulo de comparagdo, revisou-se dados de andlises de agrotoxicos realizados
regularmente pela Companhia Ambiental do Estado de S3ao Paulo, CETESB, na
regido em estudo e também dados de outra pesquisa, realizada por VELINI, na

represa de Itupararanga.

A Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo, CETESB, realiza regularmente o
monitoramento da qualidade das dguas doces em todo o Estado de Sao Paulo,

inclusive na sub-bacia do Alto Sorocaba.

Os pontos de monitoramento rotineiros nesta regiao sio:
e Rio Una, na cidade de Ibiuna;
e Rio Sorocabucu, na cidade de Ibitna;
¢ Rio Sorocamirim, na cidade de Sao Roque;

e Represa de Itupararanga, com quatro pontos sendo dois para avaliar a

balneabilidade;

e Rio Sorocaba, com seis pontos nas cidades de Sorocaba, Tatui, Cerquilho e

Laranjal Paulista.

Em todos eles sdo coletados dados de campo (colorag¢do, pH, temperatura da agua,
temperatura ambiente, condi¢Oes climaticas nas ultimas 24 horas) e sdo avaliados
parametros fisico-quimicos, como cloreto total, aluminio, cobre e ferro dissolvidos,
condutividade, DBOs;, DQO, fluoreto total, fésforo total, manganés total,
nitrogénio amoniacal, nitrato, oxigénio dissolvido, sélidos totais, turbidez e zinco

total, e também parametros bioldgicos, como coliformes termotolerantes.

Os compostos organicos, dentre eles os agrotoxicos, sdo avaliados somente em um
ponto, o qual alternou entre o Rio Sorocaba e a Represa de Itupararanga, desde 2002.

Tais parametros foram avaliados somente no sedimento, o que € permitido pela
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Resolucio CONAMA 357, quando ndo existem métodos de andlise disponiveis para

a dgua.

Dentre os agrotéxicos pesquisados, foram detectados somente o DDE e o lindano,
principalmente no sedimento da Represa de Itupararanga, e em anos especificos,

conforme ilustra a Tabela 5.

As caracteristicas fisico-quimicas e quimicas dos agrotoxicos encontrados, que s@o
da classe dos organoclorados, sdo extremamente diferentes das caracteristicas do
metamidofés, implicando em comportamentos completamente distintos. Por esse
motivo, a comparacao entre os dados obtidos pelos monitoramentos da CETESB e os

oriundos do presente estudo ndo deve ser feita.

Tabela 5: Agrotéxicos detectados no sedimento, na Bacia do Sorocaba.

Corpo d’dgua Agrotoxico Resultado
Represa de Itupararanga 2002 DDE 8,8 ug/Kg
Rio Sorocaba 2004 Lindano 3,38 ug/Kg
Represa de Itupararanga 2008 DDE 4,8 ug/Kg
Represa de Itupararanga 2009 DDE 7,53 ng/Kg

Fonte: CETESB.

Alternativamente, VELINI realizou um monitoramento nas dguas da Represa de
Itupararanga, entre dezembro de 2005 e junho de 2007. No total foram 15 pontos de
coleta, em trés profundidades diferentes: superficie, meio e fundo. Foi avaliada a
presenca de inseticidas (carbofuran, fipronil, metamidofds, paration-metilico),
herbicidas (alaclor, ametrina, amicarbazona, atrazina, clomazona, diuron, glifosato,
hexazinona, metolaclor, tebutiuron e trifluralina), fungicidas (miclobutanil, flutriafol,

tebuconazol, carbendazim) e cafeina.
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Em todas as coletas foram detectados os seguintes herbicidas: ametrina, clomazona,
metolaclor e trifluralina. Os compostos hexazinona e tebutiuron estiveram presentes

em cinco e quatro coletas respectivamente.

Em relagdo aos fungicidas, somente o tebuconazol foi detectado em todas as coletas.

O flutriafol foi encontrado em dezembro de 2005 e depois ndo apareceu mais.

A cafeina foi detectada em todos os periodos de amostragem, o que sugere uma forte

carga de despejo de esgotos domésticos na regido.

Para os inseticidas, foi constatada a presenca de metamidofés, carbofuran e fipronil,
sendo que para os dois ultimos o resultado positivo foi somente uma vez para cada.

Para o metamidof6s, os resultados estdo expressos na Tabela 6.

Tabela 6: Resultados positivos para o metamidofds por ponto e data de coleta.

Ponto  Dez/2005 Abr/2006 Jul/2006 Dez/2006 Fev/2007  Jun/2007

3 n.d. n.d. n.d. 166,98 ng/L n.d. n.d.
4 n.d. n.d. 190,99 ng/L n.d. n.d. n.d.
6 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 103,10 ng/L
10 n.d. n.d. n.d. 292,55 ng/L n.d. n.d.
11 n.d. n.d. n.d. 173,37 ng/L n.d. n.d.
12 n.d. n.d. 270,74 ng/L 278,89 ng/L n.d. n.d.
13 n.d. n.d. n.d. 97,15 ng/L n.d. n.d.
15 n.d. n.d. n.d. 235,93 ng/L n.d. n.d.

Fonte: VELINI, 2007.

A partir destes dados pode-se perceber que o metamidofds foi o inseticida mais
detectado na 4gua o que indica seu uso na regido e também sua tendéncia em
permanecer na dgua, o que j4 era esperado analisando-se suas caracteristicas fisico-

quimicas e de solubilidade.
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As quantidades encontradas, em geral, foram superiores as permitidas pela Unido
Européia, que € de 0,1 ug/L (ou seja, 100 ng/L). Porém, notou-se que a presenca do
metamidofés € pontual, ou seja, em uma mesma data de coleta, nem todos os pontos,
dentro da mesma Represa, apresentaram resultado positivo. Além disso, ndo se pode
restringir a presenca do metamidofés as épocas de seca, uma vez que as maiores
incidéncias desse inseticida foram no més de dezembro de 2006. Adicionalmente, a

presenca dele também nao foi constante em todos os meses de dezembro avaliados.

Isto indica que a contaminacdo da 4gua por metamidofés estd intimamente
relacionada ao seu uso na agricultura, aparecendo em pulsos, provavelmente num
periodo préximo da sua aplicacdo, aplicacdo esta que pode variar durante o ano,

verificando-se que nao ha regularidade na sua utilizacdo, por parte dos agricultores.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE EXTRACAO

Foram testadas diversas metodologias de extracdo liquido-liquido e em fase sdlida,
descritas na literatura, e também algumas variacOes, na tentativa de extrair o

metamidofés da dgua e concentrd-lo em uma menor quantidade de solvente.

5.1.1 Extragdo Liquido-liquido

A Tabela 7 mostra todas as condi¢Oes testadas, para a extracdo liquido-liquido,
sempre utilizando-se &4gua fortificada com metamidofés para se obter uma
concentracao final de 0,4 pg/L (ou 400 ng/L).

A partir destes resultados, pode-se estabelecer algumas relacdes, com a finalidade de

comparar os diferentes métodos, e verificar qual apresentou maior eficiéncia.

A Figura 16 mostra a relacdo entre os diferentes solventes testados na extracdo
liquido-liquido, de 250 mL de amostra e suas respectivas recuperagdes, com € sem o
uso de NaCl. Ja a Figura 17, explicita a relacdo entre dois volumes distintos de
amostra testados, 100 mL e 250 mL, em extracdes com cloroférmio / acetona (2:1),
em pH 3, com e sem o uso de NaCl, e suas respectivas recuperacdes. Por fim, na
Figura 18, variou-se a utilizagdo de sal e seu tipo, em extracdes realizadas com

cloroférmio / acetona (2:1), para amostras de 100 mL, em pH 3.



Tabela 7: Condic¢oes testadas para extragdo liquido-liquido e suas recuperacoes.

Volume de
amostra

(mL)

250

250

250

250

250
250

250

250

250

250

100

100

100

100

100

100

pPH

3

w

W w

Solvente

Eter/
Cloroférmio
(1:2)
Eter/
Cloroférmio

(12
Eter / acetona
(12
Eter / acetona
(1:2)
Eter
Eter
Eter/
Cloroférmio
(1:2)
Eter/
Cloroférmio
(1:2)
Cloroférmio /
Acetona (2:1)
Cloroférmio /
Acetona (2:1)
Cloroférmio /
Acetona (2:1)
Cloroférmio /
Acetona (2:1)
Cloroférmio /
Acetona (2:1)
Cloroférmio /
Acetona (2:1)
Cloroférmio /
Acetona (2:1)
Cloroférmio /
Acetona (2:1)

Volume de
solvente
(mL)

3 x50

3 x50

3 x50

3 x50

3 x50
3 x50

3 x50

3 x50

5x50
5 x50
5 x50
5x50
5 x50
5x50
5 x50

5x50

NacCl

nao

82

Recuperacao
(%)

2,35

1,25

0,49

0,75
0,82

2,78

2,77

1,23
3,95
19,82

135

18,40

31,62
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Figura 16: Relagdo entre os diferentes solventes usados na extragao liquido-liquido e
as recuperagdes obtidas, com e sem o uso de NaCl.

Recuperacao e variacao do solvente

1,5+ @ NaCl

11 m sem NaCl
o3| ™

0 ‘ ‘ :

éter / éter / acetona éter Cloroférmio /
cloroférmio (1:2) acetona (2:1)
(1:2)

Recuperacao (%)
n

Solventes

Figura 17: Relagdo entre dois volumes distintos de amostra testados na extragao
liquido-liquido com cloroférmio / acetona (2:1), em pH 3, e suas respectivas
recuperacgdes, obtidas com e sem o uso de NaCl.

Recuperacao X Volume

z

o

uS

O

e ® NaCl

3

Y O semNaCl
o

[

[
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Figura 18: Relacdo entre extracdes liquido-liquido realizadas com cloroférmio /
acetona (2:1), em amostras de 100 mL, pH 3, e suas respectivas recuperagoes.
Variou-se a utilizacdo de sal e seu tipo.

Recuperacao X uso de sal

140+
120+
100+

80+

60+

Recuperagao (%)

40

20

V4 V4

0 ‘ ‘
semsal NaCl NaCl (iodado) KCl

Uso de sal

As recuperacdes variaram de zero a 31,62%, tendo-se obtido um tnico valor
considerado muito bom (135%) que, na verdade, foi atribuido a contaminacido da

vidraria utilizada, pois ndo se pode reproduzi-lo.

Como pode ser observado através dos dados expostos na Tabela 7 e nas Figuras 17 e
18, as extragdes realizadas em 100 mL de &4gua fortificada com 0,4 pg/L de
metamidofés, em pH 3, utilizando-se cloroférmio / acetona (2:1) como solvente,
forneceram as melhores recuperacdes, em média 23,28%, dentre os esquemas de

extracdo testados, sem o uso de sal.

De face a esses resultados, partiu-se para uma segunda etapa do processo, que foi a
determinac¢do da eficiéncia e da reprodutibilidade do método, em tré€s concentracdes
dentro da faixa de interesse: baixa, média e alta. As Tabelas 8 ¢ 9 e a Figura 19

mostram os resultados dos exames.
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Tabela 8: Extracdes liquido-liquido realizadas sem a adi¢do de NaCl.

g:?:ﬁ;;g:g;‘; Recuperacao  Recuperacao Desvio CV (%)
individual (%) média (%) padrao
(Lg/L)
6,72
0,048 1,7 9,6 9,678437 100,74
20,4
12,17
0,48 16,3 10,65 6,532812 61,30
3,5
8,17
0,98 1,02 3,15 4,367337 138,79
0,25

Tabela 9: Extracdes liquido-liquido realizadas com a adicao de 35 gramas de NaCl.

e Recuperacdo  Recuperagdo  Desvid oy
(ng/mL) individual (%) média (%) padrao
89,94
0,048 78,93 58,52 0,452281 77,29
6,68
8,64
53,20
0,48 48.13 27,55 0,269937 97,98
0,22
4,30
0,98 16,24 6,9 0,083534 121,12

0,15
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Figura 19: Recuperagdes obtidas para trés concentracdes distintas.

Recuperacao X conc fortificagdo e uso de NaCl

60+

50

& 40,

o

'S

£ 30 O semNaCl
o

3 @ NaCl

[]

o

20+

10+

0,048 0,48 0,98

Concentracao de fortificacao (ug/L)

Observando-se as recuperagdes obtidas sem a adicdo de NaCl, verificou-se uma
baixa eficiéncia da extragdo para as trés concentracdes testadas; ja com a adi¢do do
sal, foram obtidas recuperacdes melhores porém inversamente proporcionais a
concentracdo do metamidofds, o que pode indicar uma maior efici€éncia do processo
em concentracdes mais baixas do que nas mais altas, ou ainda, um problema
constante de contaminagdo da vidraria utilizada, em particular do funil de separacao
que, mesmo apds exaustiva lavagem, poderia ndo estar completamente
descontaminado. Para ambos os esquemas de extracdo testados, foram observados
altos coeficientes de variacdo (CV), o que evidencia a baixa reprodutibilidade dos
métodos.

Assim, os testes com a extragdo liquido-liquido ndo se mostraram eficientes para
viabilizar seu uso rotineiro em andlises laboratoriais do metamidofés, considerando-
se niveis residuais e matrizes aquosas, devido as suas baixas recuperagdes e baixa

reprodutibilidade. Com isso, partiu-se para testes com a extra¢ao em fase solida.
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5.1.2 Extra¢do em fase sélida (SPE)

A extracdo do metamidofés de matrizes aquosas, através da técnica de extracdo em
fase sdlida, foi testada variando-se: cartuchos de extragdo, esquemas de solventes,
tanto para o condicionamento do cartucho quanto para a elui¢do, volumes de

amostra, concentragdes de fortificacdo e pH.

Para o cartucho octadecilsilano (C-18), de 1000 mg de preenchimento, as condi¢des

testadas e suas respectivas recuperagdes estdo representadas na Tabela 10 e na Figura
20.

Tabela 10: Extracoes em fase solida realizadas com cartucho C-18, e suas
respectivas recuperagoes.
Volume de

Condicionamento Eluicdo pH  amostra  [fecuperacao

A SMLACN+3mL 5 2 ACN 3 250 1,80
agua

B OMLMeOH+5mL 52 AcN 3 250 0.89
agua

¢ OmMLMeOH<+5mL o p ) MeOH 3 250 1,77
agua

2x3 mL
p  SMLACN+3mL  soNaguaacida 3 250 0

agua ac fosf. pH3 oh3 (9:1)
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Figura 20: Recuperagdes obtidas para o cartucho C-18.

Recuperacoes para cartucho C18

1,80% ]
1,60% A
1,40% A 1
1,20% A 1
1,00% - 1
0,80% - 1
0,60% - 1
0,40% -
0,20% - i
0,00%

Recuperacao (%)

A B C D

Solventes testados

Para o cartucho ciano (CN), de 500 mg de preenchimento, as condicdes testadas e

suas respectivas recuperagdes estao representadas na Tabela 11 e na Figura 21.

Tabela 11: Extracoes em fase solida realizadas com cartucho CN, e suas respectivas
recuperagoes.

Volume de

. . Recuperacao
Condicionamento amostra perag¢

(%)

(mL)

3mL MeOH + 3mL

A o 2x3mLMeOH 3 250 0,67
B SMLMeOH+3mL o 4 MeOH 7 250 1,39
agua
3mL MeOH + 3mL 2x3mL
C  MeOHwagua(19) MeOH:agua (9:1) ° 250 2,22
D 3mL MeOH + 3mL 2x3mL 7 250 2,95

MeOH:agua (1:9) MeOH:agua (9:1)
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Figura 21: Recuperagdes obtidas para o cartucho CN.
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Para o cartucho amina (NH;), de 500 mg de preenchimento, as condicdes testadas e

suas respectivas recuperagdes estio representadas na Tabela 12 e na Figura 22.

Tabela 12: Extracdes em fase solida realizadas com cartucho NH,, e suas respectivas
recuperagoes.

Volume de

Condicionamento amostra

Eluicao pH Recuperacao (%)

(mL)

agua acida pH3

pH3 (9:1)

A M e T acNaguar) 2 100 149
o Aacg:;ll\j; o ACI?I:;g6ur;|(_9:1) 3 250 0
irgba‘\i’i\é; Sms'- ACI\? :;gi;n all_cida 3 250 0

pH3 (9:1)
3mL ACN +3mL ACI\?:;gi;n:cida 3 100 0
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Figura 22: Recuperagdes obtidas para o cartucho NH,.

Cartucho NH2
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Nos resultados obtidos com o uso dos cartuchos C-18 (octadecilsilano) e NH;
(amina), as recuperacOes variaram de zero a 1,80% e de zero a 1,43%

respectivamente, valores estes insatisfatérios.

Com o cartucho CN (ciano), as recuperacdes variaram de 0,67% a 2,25%, valores
também demasiadamente baixos para que o método seja adotado na prética

laboratorial.

Para o cartucho Florisil (Mg,SiO3), de 1000 mg de preenchimento, as condic¢des
testadas e suas respectivas recuperagdes estdo representadas na Tabela 13 e na Figura

23.
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Tabela 13: Extracdes em fase sélida realizadas com cartucho Florisil, e suas
respectivas recuperacgoes.

Volume de

Condicionamento Eluicao pH amostra Recu;zeragéo
A 2x3mLACN+3mL o ACN 3 250 0,51
agua
p 2XSMLACN+3mL  , o ACN 3 100 193
agua
2x5mL
C 2X gm:: g/leuaH * MeOH:solucaoac 3 100 0
9 acetico 30% (9:1)
2x5mL
D 2x grr::: gﬂi(;H * MeOH:solucaoac 3 250 0
9 acetico 30% (9:1)
5mL 5x6 mL
E cloroféormio:acetona  cloroféormio:aceto 3 100 2,05
(2:1) + 5mL agua na (2:1)

Figura 23: Recuperagdes obtidas para o cartucho Florisil.

Cartucho Florisil

2,50%-
¥ 2,00%
18 o,
8, 1,50%;
o
8 1,00%/]
=
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& 0,50%
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Solventes e volumes testados

O cartucho Florisil também apresentou recupera¢des demasiadamente baixas o que
inviabiliza seu uso para a extracdo de metamidofdés da dgua, nas condi¢Oes testadas.

Os valores ndo passaram de 2,05%.
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Para o cartucho Oasis HLB, com duas massas distintas de preenchimento (200 mg e

100 mg), as condig¢des testadas foram:

» Condicionamento: 1 mL diclorometano + 1mL metanol + ImL dgua;

» Eluicdo: 2 mL metanol:diclorometano (10:90);

» pH: alcalino;

» Volumes de amostra: SmL e 20mL;

» Concentracdes de fortificagao: 0,8ug/L, 0,4 ug/L e 0,26 pg/L.

As recuperagdes obtidas individualmente, as recuperagdes médias, o desvio padrio e

o coeficiente de variagdo (CV) estdo representados na Tabela 14 e nas Figuras 24 e

25.

Tabela 14: Extra¢des em fase solida realizadas com cartucho Oasis HLB, e suas
respectivas recuperagoes.

Conc.

Recuperacao

Recup. Média

Desvio

Volume (mL) (ug/L) (%) (%) Padrio CV (%)
5 0,8 54,13 54,13 - -
5 0,4 81,31 101,66 0,2877 28,30
’ 122,00 ’ ’ ’
20 0,4 2;’24 11,02 0,1530 138,85
0
0
0
5 0,26 25.04 8 0,1198 155,74
21,15
0
0
20 0,26 0 2 0,04243 173,20
7,35




Figura 24: Recuperagdes obtidas para o cartucho Oasis HLB (médias).
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Figura 25: Recuperagdes obtidas para o cartucho Oasis HLB.
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Desta forma, observou-se melhores recuperagdes com o cartucho Oasis HLB. Em

média, as recuperacdes obtidas para as concentracdes 0,8 pug/L e 0,4 pug/L foram

54,13% e 101,66%, respectivamente, o que evidéncia uma boa eficiéncia de
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extracdo. Porém, os coeficientes de variacdo obtidos foram muito altos o que indica
que o método nao € reprodutivel e ndo deve ser utilizado na prética laboratorial. Para
a concentracdo mais baixa, as recuperagdes variaram de zero a 25,04%, denotando

um coeficiente de variacdo elevado (155,74%).

Tais resultados inviabilizaram o uso da extracdo em fase sélida para os propdsitos

deste trabalho.

Desta forma, como os métodos de extracdo, tanto liquido-liquido quanto em fase
solida, ndo se mostraram eficientes e/ou reprodutiveis na extragcdo do metamidofés
da dgua, foi desenvolvida uma metodologia para anélise direta das amostras de dgua
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS/MS), capaz de trabalhar com a amostra in-natura € mesmo assim atingir

niveis de detec¢@o baixos o suficiente para atender as normativas internacionais.

5.2 DESENVOLVIMENTO DO METODO POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (LC-MS/MS)

Baseando-se nos resultados de INGELSE, 2001, optou-se por aumentar o volume de
injecdo de amostra no equipamento, o que respondeu muito bem, e o método foi,

entao, estabelecido.

5.2.1 Otimizagao das condi¢des no espectrometro de massas

Na Figura 26 estd representado o espectro de massa do metamidofés obtido por

ionizacdo através de electrospray, no modo positivo (ESI+).
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Figura 26: Espectro de massa do metamidofds, obtido por ionizacdo através de
electrospray, no modo positivo.
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Na Figura 27 esta o espectro de massa obtido por espectrometria de massa sequencial
da molécula protonada do metamidofés (m/z=142), com identificacio dos
fragmentos 16nicos mais intensos. A transi¢cao idnica (ion precursor > fon produto)
escolhida para a quantificagdo do metamidofés foi m/z 142 > 94 uma vez que foi a

que resultou num sinal mais intenso em MRM.

Os espectros de massas mostrados nas Figuras 26 e 27 tem a finalidade de
demonstrar o comportamento do metamidofés quando submetido as condigdes de
andlise no espectrdmetro de massas, identificando seu padrao de fragmentacdo que
serd utilizado pelo método de pesquisa e identificagdo deste composto, nas amostras

de 4gua.
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Figura 27: Espectro de massa do metamidofés, com identificacdo dos fragmentos

16nicos mais intensos.
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A partir da infusdo direta no espectrdmetro de massas, de solug@o analitica padrao de

metamidofés, na concentragdo de 500 ug/L, foi possivel otimizar suas condi¢des

ideais,

&=

&=
&
&

estabelecendo-se:

modo de ionizagdo da fonte: electrospray no modo positivo;

voltagem do cone: 31 volts

energia de colisdo: 15 eV

temperatura da fonte: 350° C
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5.2.2 Descri¢ao das condi¢des cromatogréficas de trabalho

Dentre as diversas fases moveis testadas e expressas no item 4.2.6, e suas diferentes
proporg¢des, a que forneceu um tempo de retencdo mais adequado, associado a boa
simetria e altura do pico, foi a mistura A e D, na proporcdo 25% : 75%. O tempo

total de analise foi de 5 minutos.

Considerando-se as vazdes de fase movel testadas e expressas no item 4.2.6, a que
forneceu melhores condicdes de simetria de pico e tempo de retencao foi 250uL por

minuto. Optou-se por ndo variar a vazao durante a corrida.

Os volumes de injecdo testados foram decisivos para estabelecer um método com
sensibilidade adequada para andlise de residuos de metamidofés em dgua. O volume
de injecdo de amostra adotado foi 60uL, que representou um excelente ganho de

sinal sem afetar a simetria do pico.

Com estas condi¢des, obteve-se o cromatograma representado na Figura 28, a partir
da injecdo de um padrio de metamidofdés, em d&dgua, a 100 ng/L (ppt) de
concentracdo. A presenca de trés picos coincidentes, em cerca de um minuto,
demostra a presenca de metamidofds, com suas trés transi¢des iOnicas, o que é

importante para a identificacdo de tal substancia nas amostras de dgua dos rios.

O tempo de retencdo do composto foi de 1,00 minuto. Apesar de métodos
cromatograficos cldssicos trabalharem com tempos de reten¢ao mais elevados, o uso
do LC-MS/MS nio exige elevada retenc@o na coluna ja que a separa¢do do composto
de interesse de outros componentes da matriz ndo depende exclusivamente da
cromatografia, ocorrendo selecdo do analito no proprio espectrometro de massas,

mais especificamente no primeiro quadrupolo.

Uma vez que o objetivo do método foi alcancado com sucesso, partiu-se entao para a

validacdo analitica.
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Figura 28: Cromatograma do padrio de metamidofés. Concentracdo de 100 ng/L
(ppt), em agua.
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5.3 VALIDACAO ANALITICA PARA AMOSTRAS AQUOSAS

5.3.1 Seletividade e especificidade

A técnica de espectrometria de massas sequéncia ja €, por si s6, uma técnica
especifica uma vez que a massa molecular do composto de interesse, € somente esta
massa, € selecionada no primeiro quadrupolo, percorrendo o restante da estrutura do
equipamento, sendo fragmentada e seus fragmentos caracteristicos serdo

selecionados em um terceiro quadrupolo para, por fim, serem detectados.
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A seletividade do método foi comprovada pela auséncia de picos na injecdo de
brancos, analisando-os sob as condicdes descritas no item 5.2. Isso estd expresso na

Figura 29.

Figura 29: Cromatograma do branco.
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5.3.2 Linearidade e intervalo

Para a faixa de concentracdo de 0,98 a 98 ug/L (ou ng/mL), a curva de calibragao,
obtida a partir da andlise de sete concentragcdes diferentes dos padrdes, estd mostrada
na Figura 30. Foi obtido um coeficiente de determinac¢do (rz) de 0,9937 ¢ um
coeficiente de correlacdo (r) de 0,9968. Estes valores foram satisfatérios uma vez que
a ANVISA preconiza valores de r superiores a 0,99, o INMETRO aceita r maior que

0,90 e Lancas indica que 1> deve ser no minimo 0,98.
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Figura 30: Curva de calibracio do metamidofés, na faixa concentra¢do: 0,98 a 98

pg/L.
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Para a faixa de concentracdo de 12,59 a 1259,53 ng/L. (ou pg/mL), a curva de

calibracdo, obtida a partir da anélise de sete concentragdes diferentes dos padroes,

estd mostrada na Figura 31. Foi obtido um coeficiente de determinago (r*) de 0,9989

e um coeficiente de correlagdo (r) de 0,9994. Estes valores foram satisfatdrios,

conforme abordado anteriormente.

Figura 31: Curva de calibragdo do metamidof6s, na faixa de trabalho linear.
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Como as quantidades de metamidofds esperadas para andlise de dgua sdo muito
baixas, considerou-se a variagdo de 12,59 a 1259,53 ng/L (ou pg/mL) como sendo a

faixa de trabalho linear.

5.3.3 Precisao

A repetibilidade foi avaliada para seis concentragdes distintas do metamidofos,
distribuidas ao longo da faixa de trabalho linear, cada uma analisada em
quintuplicata, todas no mesmo dia. O coeficiente de variacdo (CV%) minimo obtido

foi 1,43% e o maximo, 16,41%.

A precisdo intermedidria foi estudada em trés diferentes concentragdes (baixa, média
e alta), dentro da faixa de trabalho linear, também em quintuplicata, variando-se o
dia de andlise. O coeficiente de variagdo (CV%) minimo obtido foi 5,33% e o

maximo, 6,41%.

Os coeficientes de variac@o obtidos tanto para a repetibilidade quanto para a precisdao
intermedidria foram satisfatérios. Ribani e Brito afirmam que, para anédlise de tragos
ou impurezas, como por exemplo a andlise de residuos de praguicidas, sdo aceitos

valores de coeficiente de variacdo de até 20% (BRITO et al, 2003).

5.3.4 Exatidao

A exatidao do método foi estabelecida para seis concentragdes conhecidas e distintas,
contemplando parte da faixa de trabalho linear, sendo obtidos valores de recuperacao

entre 83,71% e 117,08%.

De acordo com Ribani e Lancas, os intervalos aceitdveis de recuperagdo para andlise

de residuos geralmente estdao entre 70 e 120%. Deste modo, os valores de exatiddo
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obtidos para o método em questdo, na faixa de concentracdo de 12,59 ng/L a 1259

ng/L, estdo dentro do aceitdvel.

A Tabela 15 retne os dados de exatiddo e precisdo obtidos para a andlise de

metamidofés em dgua, sob as condi¢des propostas.

Tabela 15: Valores de recuperacdo (%) e do coeficiente de variacdo (%) obtidos em
repetibilidade e precisdo intermedidria.

Concentracao Repetibilidade Precisao
(ng/L) (% recug‘;:'raga"o + : intermediféria
) (% recuperacao * CV)
12,59 83,71 £ 15,26 -
25,19 93,85 + 5,96 -
52,45 117,08 + 3,96 107,28 + 5,33
104,89 116,23 £ 16,41 -
629,76 101,55 £1,43 -
1259,52 100,9 + 6,94 100,9 + 6,41

5.3.5 Sensibilidade (limite de quantificagcdo e limite de deteccao)

A menor concentracio do metamidofés determinada com precisdo e exatidao
aceitaveis, sob as condi¢Oes experimentais estabelecidas, foi 12,59 ng/L (ou pg/mL,
ou ainda ppt), sendo esta considerada como limite de quantificagdo (LOQ) do

método.

O limite de detec¢dao (LOD) do método foi 2,46 ng/L (ou pg/mL ou ainda ppt), que
foi a menor concentragdo testada e cujo sinal cromatogréfico correspondeu a cerca de

trés vezes o ruido da linha de base, no tempo de reten¢do do composto de interesse.
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Tanto o limite de quantificacdo quanto o limite de deteccdo atingiram valores baixos
o suficiente para atender normativas internacionais e propostas de normativas

nacionais.

5.3.6 Robustez

A robustez do método foi estabelecida, em trés niveis de concentracdo: 53,3 ppt, 448
ppt e 1280 ppt, com sucesso para variagdes pré-estabelecidas de fluxo e temperatura.

Ja a variacdo da composi¢do da fase mével nao foi tolerada.

Tabela 16: Dados dos testes de robustez.

V,ar_iagéo cv V.,ar!'agéo
Variacao 1 Variacdo 2 ng;a:eo méfimo remcil)g';'aag;o
retencao (%) (%) (%)
Fase mével (23{;0 e ) (279027%%) 0,90 16,90 71,46
Fluxo 252,5 ul/min ~ 247,5 plL/min 2,02 2,36 5,04
Temperatura 21°C 19 °C 0,80 3,25 6,41

Desta forma, verificou-se que o método, apresentou:

v Seletividade adequada, por ndo apresentar sinal (ou seja ‘pico’) no tempo de

retencao esperado para o analito, quando da inje¢do de um branco;

v Linearidade satisfatéria para andlise de residuos, demonstrada através do
coeficiente de determinacao (rz) de 0,9989 e do coeficiente de correlagado (r)

de 0,9994;

v Precisdo aceitdvel para niveis residuais, mostrada através dos coeficientes de
variacdo maximos obtidos tanto para a repetibilidade, 16,41%, quanto para a

precisdo intermedidria, 6,41%.
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v Exatidao dentro dos intervalos aceitdveis, de acordo com Ribani e Lancas,

explicitada pelas recuperagdes obtidas, que variaram de 93,85% e 116,23 %;

v Sensibilidade alta, j4 que o limite de quantificacdo obtido foi de 12,59 ng/L.
(ou pg/mL, ou ainda ppt) e o limite de deteccdo, de 2,46 ng/L (ou pg/mL ou
ainda ppt), valores esses adequados para atender normativas internacionais e

propostas de normativas nacionais;

4 Robustez estabelecida para o método, sendo toleradas pequenas variacdes de
fluxo e de temperatura. Nao foram toleradas, porém, as variacdes na
composi¢do da fase mével testadas. Isso se deve ao fato que a ionizacdo da
molécula a ser analisada varia dependendo, dentre outros fatores, da

composi¢ao da fase movel (MORAES e LAGO, 2003).

5.4 ANALISE DAS AGUAS DOS RIOS

De fevereiro de 2010 a janeiro de 2011, mensalmente, foram colhidas dguas dos rios
Sorocamirim, Sorocabucu, Una e Sorocaba, nos pontos de coleta especificados no

item 4.1.2.

As amostras de dgua foram analisadas diretamente, ou seja, sem tratamento prévio,
através da metodologia analitica desenvolvida e validada de acordo com os itens

4.2.5,4.2.6,427,52e5.3.

Os resultados obtidos estdo expressos na Tabela 17 e na Figura 32.
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Tabela 17: Resultados obtidos do monitoramento das dguas dos rios.

Rio Sorocamirim  Rio Sorocabucu Rio Una Rio Sorocaba
fev-10 n.d. 26,59 ng/L n.d. n.d.
mar-10 pos n.d. 12,72 ng/L n.d.
abr-10 n.d. n.d. 18,77 ng/L n.d.
mai-10 n.d. n.d. n.d. n.d.
jun-10 n.d. n.d. pos n.d.
jul-10 n.d. n.d. n.d. n.d.
ago-10 pos pos n.d. n.d.
set-10 n.d. n.d. n.d. n.d.
out-10 pos pos n.d. n.d.
nov-10 n.d. pos n.d. n.d.
dez-10 pos n.d. n.d. n.d.
jan-11 n.d. n.d. n.d. n.d.

Observacdo: n.d.: ndo detectado; pos: positivo, porém abaixo do limite de

quantificacgdo.

Figura 32: Distribuic@o percentual dos resultados.
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Os resultados expressos na Tabela 17 mostraram a presenca do metamidofés em

amostras de dguas superficiais colhidas dos principais afluentes do Rio Sorocaba.

Para o Rio Sorocamirim, foram obtidos resultados positivos nos meses de margo,

agosto, outubro e dezembro. Todavia, as quantidades encontradas foram baixas, ndo
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podendo ser quantificadas por estarem abaixo do limite de quantificacdo do método

utilizado.

No Rio Sorocabugu, o metamidofés esteve presente nos meses de fevereiro, agosto,
outubro e novembro, obtendo-se para o més de fevereiro uma concentragdao de 26,59
nanogramas de metamidofds a cada litro de 4gua. Nos outros meses, a concentragao

também ficou abaixo do LOQ.

A presenca do metamidofés no Rio Una foi confirmada em marco (12,72
nanogramas de metamidofés por litro de &agua), abril (18,77 nanogramas de

metamidofds por litro de d4gua) e junho (concentragdo abaixo do LOQ).

O metamidofés nao foi detectado em nenhuma das coletas realizadas no Rio

Sorocaba.

Para o periodo entre fevereiro de 2010 e janeiro de 2011, a pluviosidade nos

municipios sede dos pontos de coleta, variou conforme mostrado na Figura 33.

Figura 33: Precipitacio média mensal (mm) nas cidades de Sao Roque, Ibitina e
Sorocaba, no periodo de fevereiro de 2010 a janeiro de 2011.
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Através da comparacdo da pluviosidade média nas cidades com os resultados
obtidos, ndo foi possivel observar uma tendéncia de aparecimento do metamidofés

nos periodos de pluviosidade menor ou maior.

O Rio Sorocamirim, cujo ponto de coleta encontrava-se no municipio de Sdo Roque,
apresentou metamidofds tanto no més de menor pluviosidade registrada para o
periodo - agosto, quanto nos meses de pluviosidade média a alta - margo, outubro e

dezembro.

No Rio Sorocabugu, cujo ponto de coleta encontrava-se no municipio de Ibidna, foi
encontrada uma maior quantidade de metamidofés no més de fevereiro, més este de
pluviosidade média. J4 em agosto, o mais seco do periodo, o metamidofds esteve
presente, porém em quantidades abaixo do LOQ. O mesmo foi verificado em outubro

e novembro.

Para o Rio Una, cujo ponto de coleta também se encontrava no municipio de Ibidna,
as quantidades de metamidofés encontradas foram maiores nos meses de marco e
abril (12,72 ng/L e 18,77 ng/L, respectivamente), ambos de pluviosidade mediana,

aparecendo em menores quantidades em junho, més de pluviosidade menor.

Esses resultados estdo concordantes com os obtidos por VELINI, no monitoramento

das dguas da Represa de Itupararanga, conforme citado no item 4.3.

Em tal estudo, o metamidofés foi detectado tanto na época de seca (meses de junho e
julho), quanto nas chuvas (dezembro), sendo inclusive maior o nimero de resultados

positivos em dezembro, bem como quantidades maiores de metamidofos.

Ao se comparar as concentragdes de metamidofés encontradas nos afluentes do Rio
Sorocaba, verificou-se que as quantidades detectadas foram menores do que as
encontradas por VELINI no Reservatério de Itupararanga. Tal fato pode ser
explicado pelo regime 1éntico da Represa, que tende a concentrar ndo somente a
dgua, mas também outras substincias que a estejam contaminando. Além disso, é
razodavel afirmar que a Represa mantenha o metamidofés em regime 1éntico por
tempo suficiente para ser degradado, ndo atingindo o Rio Sorocaba, uma vez que no
monitoramento mensal realizado no presente trabalho, entre fevereiro de 2010 e

janeiro de 2011, o metamidofds nao foi detectado.
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Adicionalmente, os resultados obtidos no presente estudo, no que diz respeito tanto
aos locais de deteccdo do praguicida quanto ao seu aparecimento em ciclos,
provavelmente em periodos proximos a sua aplicacdo, evidenciam o uso do
metamidofdés na agricultura local, e mais ainda, sugere que as regides de aplicacdo
estejam concentradas na regido de drenagem dos Rios Sorocamirim, Sorocabugu e

Una, a montante dos pontos de coletas.

Isso é coerente com dados da literatura que relatam o uso de metamidofés na regiao,
e com dados do SIRAH, que constataram residuos de metamidofés em frutas,
legumes e hortalicas provenientes da sub-bacia do Alto-Sorocaba, culturas essas para

as quais o uso do metamidofés nio € permitido.

E importante ressaltar que o desenvolvimento de uma metodologia analitica
extremamente sensivel foi de fundamental importincia para a deteccdo e
quantificacdo do metamidofés nas 4guas superficiais estudadas, o que permitiu

conhecer suas reais condi¢des, no que diz respeito a presencga deste composto.
Algumas limitacdes devem, no entanto, serem discutidas.

O presente estudo fez uma avaliagdo pontual dos rios estudados, uma vez que foram
analisadas amostras coletadas de pontos tnicos em seus respectivos leitos. Além
disso, devido a indisponibilidade de tempo e recursos, foi realizada tdo somente uma
andlise por més, durante um ano, sendo que as datas de coleta foram estipuladas

aleatoriamente.

Desta forma, os resultados podem ndo refletir a dindmica real do metamidofés na
regido, ja que € possivel que um monitoramento mais intenso, tanto no que diz
respeito a freqiiéncia e periodo total de amostragens, quanto a diversificagdo dos
pontos de coleta, poderia fornecer resultados diferentes e mais significativos, quando

considerada a saide da populacdo local que se utiliza desta dgua.

Adicionalmente, a Represa de Itupararanga nao foi estudada nesta pesquisa, sendo
utilizados os dados de outro pesquisador, VELINI, somente como uma aproximagao

que permitiu  discutir e comparar com os resultados  obtidos.
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6 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

As atividades agricolas desenvolvidas na regido do estudo, bem como os dados da
literatura e de monitoramento de alimentos e da Represa de Itupararanga levam a crer
que o metamidofés é um agrotoxico amplamente utilizado na regido de Sorocaba.
Sua alta toxicidade aguda e seus efeitos cronicos somados ao provéavel uso na regiao

motivaram a realizacao desta pesquisa.

Levando-se em consideragdo os recursos disponiveis para o desenvolvimento deste
trabalho, os diversificados resultados encontrados na literatura consultada a respeito
da eficiéncia de métodos de pré-concentracdo das amostras e a indisponibilidade de
metodologias analiticas capazes de analisar metamidofés em 4dgua, em niveis de

tragos, foi desenvolvida e validada metodologia analitica adequada para tal.

Os testes relativos a extracdo do metamidofés da dgua, nos niveis de concentracio
almejados, ndo forneceram resultados satisfatorios nem para extracdo liquido-
liquido, nem para a extracdo em fase sélida. As propriedades fisico-quimicas do
metamidofés predisseram tais resultados, visto que denotam alta polaridade e
conseqiientemente alta solubilidade dele em 4gua, o que inviabiliza sua extragdo,
principalmente em niveis residuais. Desta forma, uma andlise direta por LC-MS/MS,

sem pré-tratamento da amostra, pode ser realizada.

Foi desenvolvido, entdo, um método analitico direto de injecdo das amostras de dgua
no LC-MS/MS. Para serem atingidos limites de deteccdo e de quantificacdo da
ordem de partes por bilhdo ou partes por trilhdo (ppb e ppt, respectivamente), foram
otimizadas as melhores condi¢des espectrométricas e cromatograficas, e foi utilizado

um volume de injecdo maior que o usualmente utilizado na pratica laboratorial.

O resultado final desta pesquisa foi a obtencdo de um método através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
extremamente sensivel, e cujos parametros de validagdo e de seguranca analiticos,
normalmente exigidos na obten¢do de certificagdes nacionais e internacionais de

qualidade, mostraram-se satisfatorios.
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Em relacdo a andlise das dguas dos rios Sorocamirim, Sorocabucu, Una e Sorocaba, a
presenca do metamidofds foi constatada. Isso foi possivel somente devido ao éxito
no desenvolvimento do método analitico capaz de detectar o metamidofés na ordem
de partes por trilhdo, permitindo-se conhecer a real condi¢do dessas dguas no que diz

respeito a presencga desse contaminante.

As quantidades encontradas, porém, foram extremamente baixas, ficando na sua
maioria, em uma faixa de valores que ndo pode ser quantificada com seguranca.
Somente trés coletas apresentaram valores superiores ao limite de quantificagdo do

método, sendo uma no rio Sorocabugu e duas no rio Una.

Foi possivel inferir que as regides de aplicacdes do metamidofds estdo nas dreas de
drenagem dos rios Sorocamirim, Sorocabugu e Una, a montante dos pontos de coleta,
uma vez que foram obtidos resultados positivos nesses trés rios. O metamidofés nao

foi detectado no ponto estudado do Rio Sorocaba.

A auséncia de resultados positivos para metamidofés no rio Sorocaba somada a
constatacdo desta substancia em seus afluentes e no reservatério de Itupararanga
sugerem que o regime léntico da represa retenha os residuos deste inseticida até sua
completa degradagdo, considerando-se que, devido as caracteristicas fisico-quimicas

do metamidof6s, ele se mantenha na coluna d’agua.

As principais limitagcdes do presente trabalho versam principalmente sobre o

tamanho da amostra, uma vez que:
" as amostragens se limitaram a uma freqii€éncia mensal;
» aduracgdo total do estudo foi de somente um ano;
» nado foi prevista a avaliacdo das dguas da represa de Itupararanga.

Deste modo, foi possivel verificar que hd uma contaminagdo dessas dguas por
metamidofds, e que ela se deu a montante dos pontos de coleta que apresentaram
resultados positivos, provavelmente devido ao seu uso agricola. Nada se pode

afirmar a jusante destes pontos.

A presenca de metamidof6és nos afluentes do rio Sorocaba deve ser vista com cautela

pois pode ndo significar, necessariamente, a existéncia de um problema de saude
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publica para as populagdes humanas abastecidas por essas dguas, e talvez nem para
os ecossistemas locais, sendo necessario um estudo especifico de avaliacio e andlise

de riscos para elucidar tais questoes..

Sendo assim, o presente trabalho tem um papel fundamental de encorajar o
desenvolvimento de outros estudos, na regido, visto que algumas questdes nao foram
completamente respondidas, como: a correlacdo direta entre a quantidade de
metamidofés utilizada na atividade agricola da regido e a contaminagdo desses rios;
se a concentracdo de metamidofés varia ao longo dos seus leitos e se € crescente ou
decrescente; a andlise de outros agrotoxicos utilizados na regido, que também podem

estar contaminando as dguas superficiais; dentre outras.
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ANEXO 1

FICHADE COLETA

LOCAL:

DATA: HORA:
pHCOLETA: pHAJUSTADO:
TEMPERATURA:

PONTO DE AMOSTRAGEM:

PROFUNDIDADE DE AMOSTRAGENM:

CONDICOES METEOROLOGIC AS NAS ULTIMAS 24 HORAS:

OBSERVACOES:

RESPONSAVEL PELA COLETA:
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