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RESUMO

Titulo: Determinacdo de Agrotoxicos e Farmacos em A gua Empregando
Extracdo em Fase Sdlida, GC-MS e UHPLC-MS/MS.

Autor: Sabrina Engelmann Schneider

Orientador: Prof. Dr. Fabio Ferreira Gongalves

A mudancga climatica, o0 aumento da populagdo, o descarte inadequado de
residuos, os esgotos domésticos, hospitalares e industriais, o uso indiscriminado de
pesticidas em muitas lavouras estdo criando novos desafios na gestdo dos recursos
hidricos. As fontes de agua sao limitadas e a recuperacao e a reutilizacdo é cada vez

mais uma prioridade.

Desta forma, é necessério o uso de técnicas de extracdo e pré-concentracdo
para a determinacdo desses contaminantes que se encontram em baixas
concentracfes. Por isso, técnicas de preparo de amostras como Extracdo em Fase
Solida (SPE) vem sendo amplamente aplicada para a extracdo de compostos
organicos de matrizes aquosas com uma utilizacdo de baixo volume de solventes e

amostras.

As técnicas cromatograficas tém sido utilizadas para a determinacdo de
compostos organicos fazendo parte de um importante grupo de métodos de
separacdo, que permitem isolar, identificar e quantificar substancias de amostras

complexas.

Neste trabalho foi utilizado SPE para a extracao e concentracéo dos analitos de
interesse e 0 método cromatografico que foi utilizado para identificar e quantificar os
residuos em agua foi a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(GC-MS) do tipo armadilha de ions e por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia

acoplado Espectrometria de Massas do tipo Triplo Quadrupolo (UHPLC-MS/MS).
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A extracdo e pré-concentracdo dos analitos foram otimizadas utilizando como
solventes de eluicdo acetonitrila e metanol em cartucho C18 e posterior determinacao
via UHPLC-MS/MS E GC-MS.

A determinacdo dos contaminantes por UHPLC-MS/MS com ionizagdo por
eletronebulizacdo e GC-MS com detector do tipo armadilha de ions (ITD)
proporcionou uma analise quantitativa dos compostos em estudo através do modo de
operacdo SRM que possibilitou uma alta sensibilidade, seletividade e detectabilidade.

Os compostos apresentaram LOQ entre 0,025 e 0,5 pug L™ e LOD entre 0,01 e
0,17 pg LY. Os valores de recuperacdo para os variados niveis de fortificacdo
variaram entre 70 a 120%, com excecdo de dois dos compostos: atenolol e
imazetapir, que mostraram recuperacgdes abaixo dos valores de referéncia. Os RSDs
variaram entre 0,6 e 20%, estando de acordo com os valores recomendados pela
literatura.

Neste trabalho ficou comprovada a aplicabilidade do método SPE aliado ao

UHPLC-MS/MS e ao GC-MS para anélise de contaminantes em amostras de agua.



ABSTRACT

Title: Determination of Pesticides and Pharmaceutic  als in Water Using Solid
Phase Extraction and GC-MS and UHPLC-MS/MS.

Author: Sabrina Engelmann Schneider

Advisor: Prof. Dr. Fabio Ferreira Gongalves

The climate changes, population growth, the improper disposal of waste,
domestic sewage, hospital and industrial, the indiscriminate use of pesticides in many
crops are creating new challenges in the management of water resources. Water

sources are limited and the recovery and reuse is becoming a priority.

Thus, it is necessary to use preconcentration techniques for determining those
contaminants that are found in low concentrations. Therefore, sample preparation
techniques such as solid phase extraction (SPE) have been widely applied for the
extraction of organic compounds from aqueous matrix using a low volume of use of

solvents and samples.

Therefore, chromatographic techniques have been used for the determination of
organic compounds forming part of an important group of separation methods that

allows isolate, identify and quantify substances from complex samples.

In this paper SPE was used for the extraction of the analytes and the
chromatographic method that was used to identify and quantify the waste water was
Gas Chromatography coupled to mass spectrometry type ion trap and Ultra High

Pressure Liquid Chromatography coupled mass spectrometry.

The extraction and pre - concentration of analytes were optimized using as
eluting solvents acetonitrile and methanol on a C18 cartridge and later determined via
UHPLC-MS/MS Quadrupole and GC -MS.

The determination of contaminants by UHPLC-MS/MS electrospray ionization
and GC - MS detector type ion trap (ITD) provided a quantitative analysis of the
compounds under study through the SRM mode of operation that allowed a high

sensitivity , selectivity and detectability .
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The compounds showed LOQ between 0.025 and 0.5 mg L™ and LOD between
0.01 and 0.17 mg L™. The recovery values for the various fortification levels ranged
from 70-120 %, except for two compounds: atenolol and imazethapyr, which showed
recoveries below the reference values. The RSDs ranged from 0.6 to 20 %, which is

consistent with the values recommended in the literature.

In this work it was proved the applicability of the method combined with UHPLC-
MS/MS SPE and GC - MS analysis of contaminants in water samples.



1. INTRODUCAO

A degradacdo dos recursos naturais do planeta esta cada vez mais visivel.
Estoques de agua diminuem e sdo crescentemente contaminados por farmacos,
agrotoxicos e residuos industriais. Cada dia que passa a populacdo faz uso de mais
antidepressivos, antiinflamatorios, antibioticos e anticoncepcionais e nas lavouras o
uso de agrotéxicos de todos os tipos. A tendéncia desse consumo é aumentar,
tornando-se de grande relevancia trabalhos que analise essas aguas e os efeitos
desses contaminantes na espécie aquatica e até mesmo sobre 0os consumidores de

aguas contaminadas.

Esses contaminantes emergentes sdo geralmente sollveis em agua e muitos
deles passam por estacdes de tratamento concebido para se livrar dos tradicionais
poluentes. Eles foram ocultos no ambiente durante muito tempo. Somente na ultima
década os métodos analiticos avancaram o suficiente para detecta-los a niveis

baixos, da ordem de pg L™ e ng L™, normalmente encontrados no meio ambiente.

A poluicho do meio ambiente ndo estda sO associada aos produtos
agroquimicos, mas também aos residuos domeésticos, ganhando destaque o0s

produtos farmacoldgicos.

Nos anos 90 os primeiros pesquisadores identificaram vestigios de farmacos
em aguas superficiais e subterrdneas. Desde entéo, estudos na Europa e Estados
Unidos encontraram vestigios de cerca de 100 farmacos em aguas superficiais,
subterraneas, esgotos, efluentes de estacdo de tratamento, e, 0 mais preocupante,

na agua da torneira.

Os farmacos causam graves impactos no meio ambiente. Segundo Mulroy
(2001), 50 a 90% de uma dosagem do farmaco € excretado inalterado e persiste no

meio ambiente.

O presente trabalho apresenta um meétodo de pesquisa para determinar a
existéncia de alguns contaminantes na agua de uma lagoa que recebe agua da ETE

de um municipio préximo, esgotos e aguas oriundas das lavouras da regido e na



agua do Rio dos Sinos, que recebe descarte de residuos municipais, dejetos de
lavouras, esgotos, entre outros. E acompanhar os niveis de contaminacao desde a
nascente do rio até os grandes centros urbanos. Por isso, serdo analisados os niveis
de contaminagdo por alguns compostos organicos sintéticos como o aldrin, dieldrin,
atrazina, carbofurano, diuron, epoxiclonazol, fipronill, imazetapir, propanil,
piraclostrobina, tebuconazol, agrotoxicos usados principalmente na lavoura
arrozeira e farmacos utilizados pela comunidade local como o prednisona, cafeina,

diclofenaco, atenolol e a fluoxetina.

Esses contaminantes emergentes se apresentam em amostras de agua numa
baixa concentracéo, sendo necessario 0 uso de técnicas de pré-concentracao para a
determinacdo desses compostos. A técnicas de preparo de amostras utilizada é a

Extracdo em Fase Sdlida (SPE, do Inglés Solid Phase Extraction).

Na area de analise de contaminantes, técnicas cromatograficas tém sido
utilizadas para a determinacdo de compostos organicos, fazendo parte de um
importante grupo de métodos de separagcdo, que permite isolar, identificar e
guantificar substancias, mesmo em misturas complexas. O método cromatografico
que sera utilizado para identificar e quantificar os residuos em amostras de agua
sera a Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massa, GC-MS (do
inglés, Gas Chromatography - Mass Spectrometer) e a Cromatografia Liquida de
Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas em série UHPLC-MS/MS (do
inglés, Ultra High Pressure Liquid Chromatography - Mass Spectrometer).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

v' Desenvolver e validar método analitico para avaliar a presenca de

agrotoxicos e farmacos em amostras de agua.

2.2 Objetivos especificos

v Selecionar os analitos que serdo analisados nas amostras de agua;

v" ldentificar os compostos selecionados e os riscos para o meio ambiente.

v Validar o método empregando SPE e analise por GC-MS e UHPLC-MS/MS
para determinagcédo dos contaminantes emergentes em agua;

v' Demonstrar a aplicabilidade do método validado na determinacdo de
agrotoxicos e farmacos em agua de lagoa e de rio.

v/ Estudar e verificar a existéncia de contaminantes organicos sintéticos
oriundos de agrotoxicos e farmacos em amostras de agua.

v’ Utilizar para preparo de amostra a técnica de extracdo em fase soélida
(SPE) e posterior andlise dos compostos por GC-MS e UHPLC-MS/MS.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Agua no planeta

O termo “agua’” refere-se, regra geral, ao elemento natural, desvinculado de
qualquer uso ou utilizacdo. Por sua vez, o termo “recurso hidrico” € a consideracdo
da 4gua como bem econdmico passivel de utilizagdo com tal fim. Entretanto, deve-
se ressaltar que toda a agua da Terra ndo €, necessariamente, um recurso hidrico,
na medida em que seu uso ou utilizacdo nem sempre tem viabilidade econdémica
(REBOUCAS, 2006).

A superficie Terrestre é coberta por aproximadamente 71% de agua e o
restante por superficie de terra. Nessa porcentagem de agua, 97% pertencem aos
oceanos, 2% as geleiras e 1% aos rios, lagos e fontes subterraneas (ANA, 2007). A
classificacdo mundial das aguas, feita com base nas suas caracteristicas naturais,
designa como “agua doce” aquela que apresenta teor de solidos totais dissolvidos
(STD) inferior a 1.000 mg L™. As 4guas com STD entre 1.000 e 10.000 mg L™ s&o
classificadas como “salobras” e aquelas com mais de 10 mil mg/L sdo consideradas
salgadas (REBOUCAS, 2006).

A legislagdo ambiental em vigor, Resolucdo Conama (Conselho Nacional do
Meio Ambiente) n® 357/2005, classifica as dguas do territorio brasileiro, de acordo
com a sua salinidade, em “agua doce” (salinidade inferior ou igual a 0,5%), “salobra”
(salinidade entre 0,5 e 30%) e “salina” (salinidade superior a 30%) (CONAMA, 2005).

Nessa classificacdo, 0s oceanos possuem agua salgada e apenas 0s rios,
lagos, represas e outras fontes possuem aguas captadas para consumo humano.
Desta forma, € um dos fatores que possibilita a vida no Planeta Terra. E ainda a

agua € um dos principais componentes da biosfera.



Na Biosfera, existem diversos ecossistemas, ou seja, diversos ambientes na
Terra que sdo habitados por seres vivos das mais variadas formas e tamanhos. As
vezes, € esquecido que todos esses seres vivos tEm em comum a agua presente na
sua composicao (CERQUEIRA, 2012).

O Brasil possui uma localizacdo privilegiada no conjunto de paises de
dimensfes continentais, do qual fazem parte o Canada, Estados Unidos da América,
China e Australia, por ter um clima tropical dominante (REBOUCAS, 2006). Em
apenas cerca de 10 % da area do Brasil tem-se condi¢do climética semi-arida e 7%
situam-se abaixo do Tropico de Capricérnio. Com isso, mais de 90% do territério
brasileiro recebe abundante quantidade de chuvas (entre mil e trés mil mm ano™). As
condi¢cbes de clima semi-arido ficam restritas ao sertdo da Regido Nordeste, cuja

pluviometria é muito irregular e fica entre 500 e 800 mm ano™.

-
Planeta
71% de dgua
A

< 97% oceanos;

2% geleiras;

1% rioas, lagos e fontes subterrdneas.

-

- Brasil possui a maior reserva de dgua
doce do Mundo.

- 12% do total de agua doce do Planeta
Terra se encontra no Brasil.

»
|

Figura 1: Distribuicio de &agua no planeta (Imagem: http://www.guiageo -
mapas.com/globos.htm).



3.2 Aguas superficiais e subterraneas

A maior parte da agua doce disponivel no planeta Terra encontra-se no
subsolo, sendo que metade dessa agua encontra-se a profundidades que excedem
um quildmetro (BAIRD, 2002). A denominacao “aguas subterraneas” para as aguas
de subsolo (REBOUCAS, 2006) foi utilizada a partir da década de 1960.

As condi¢cdes de ocorréncia das aguas subterrdaneas numa regiao resultam
ser muito variada, a medida que dependem da interagéo de fatores climéaticos, muito
irregulares no espaco e no tempo, e de fatores geoldgicos, cuja variabilidade
também é muito grande e depende da escala da area de estudo (REBOUCAS,
2006).

Abaixo da superficie da Terra ocorrem varios tipos de aguas, como a agua do
solo, da camada né&o-saturada do subsolo, da camada saturada. Uma fracdo de
agua que infiltra na superficie das terras vai constituir a umidade do solo, a qual &
suporte fundamental da biomassa vegetal e interface atmosfera/litosfera
(REBOUCAS, 2006). O excedente de agua infiltrada percola em profundidade,
alimentando a umidade do subsolo ndo-saturado. O solo e subsolo n&o-saturados
sdo sede dos processos de filtracdo e biogequimicos que proporcionam a
autodepuracdo da parcela da aguam que alimenta a zona saturada. Por sua vez, a
adgua subterrdnea da zona saturada circula lentamente no subsolo, uma parcela
desse fluxo desagua na superficie de terrenos, formando as fontes, olhos de aguas,
abastecendo pocos e outras obras de captacdo. Outra parcela do fluxo de agua da
zona saturada desagua em rios, tornando-os permanentes durante os periodos de
precipitacdo atmosférica (REBOUCAS, 2006).

As aguas do subsolo tém sido consideradas como uma forma pura de agua.
Devido a sua filtracao através do solo e ao longo tempo de permanéncia no subsolo,
ela contém uma quantidade muito menor de matéria organica natural e menos

microrganismos causadores de doencas que as aguas dos rios e lagos (BAIRD,



2002). No entanto, nas ultimas décadas, as atividades antropicas tém comprometido
significativamente alguns aquiferos. Entre as principais fontes de poluicdo das aguas
subterrdneas pode-se citar o uso de insumos agricolas, como agrotoxicos e
fertilizantes (ANA, 2007).

3.3 Qualidade da agua

A 4gua contém variados componentes que |he sédo conferidos pelos
ambientes de origem (REBOUCAS, 2006) e a determinacdo de sua qualidade é
representada por um conjunto de caracteristicas, estimaveis, de naturezas quimicas,
fisicas e biologicas. Sendo um recurso indispensavel, foram institucionalizadas
restricdes legais de uso para a sua protecdo. Desta forma, as caracteristicas fisicas
e quimicas da agua devem ser mantidas dentro de certos limites, os quais sao
representados por padrdes, valores orientadores da qualidade de agua, dos
sedimentos e da biota (Resolugdes Conama n°® 357/2005, Conama n° 274, Conama
n° 344/2004, e Portaria N°518, do Ministério da Sau de) (INEA, 2012).

Os ecossistemas aquaticos, ao longo do tempo, incorporam substancias
provenientes de causas haturais, sem a contribuicdo humana, em concentracbes
raramente elevadas que, no entanto, podem afetar o comportamento quimico da

agua e seus usos mais relevantes.

Entretanto, as mudancas climaticas, o aumento da populacdo e a acao
antropica tém modificado as caracteristicas dos corpos d’agua. Variadas substancias
que sdo lancadas em decorréncia da ocupacédo e do uso do solo resultam em sérios
problemas de qualidade de agua, que demandam investigacdes e investimentos
para sua recuperacao (INEA, 2012).

Embora as preocupacdes estejam voltadas para a poluicdo das aguas

superficiais de rios e lagos, a contaminacdo das aguas subterrdneas por produtos



guimicos nado era reconhecida como um problema sério até os anos 80, muito
embora ja viesse ocorrendo ha cerca de meio século (BAIRD, 2002). Essa
ocorréncia tem-se agravado principalmente pelo aumento do uso de produtos como
agrotoxicos e o descarte inadequado desses produtos que por meio de lixiviagdo sao
transportados até os corpos d’agua.

3.4 Contaminantes emergentes

O termo contaminante emergente surgiu para determinar compostos
recentemente desenvolvidos (LAPWORTH et al., 2012) ou que j& estavam presentes
no meio ambiente por um longo tempo e sé agora estdo sendo relatados e, portanto,
eles geralmente ndo sao incluidos na legislacdo (MORAZ et al.,, 2007). Os
contaminantes emergentes sdo um grupo grande e relativamente novo de
compostos nao regulados, cujos efeitos sao relativamente desconhecidos
(MURRAY, 2010).

Esses contaminantes incluem uma variedade de compostos, tais como
produtos farmacéuticos, e produtos de cuidados pessoais (PPCPs), de regulacdo
endocrina, produtos quimicos, poluentes orgéanicos persistentes (POPs), os

nanomateriais, entre outros (YAO et al., 2011).

Esses compostos entram no ambiente a partir de um namero de fontes e vias:
aguas residuais, efluentes de estacdes de tratamento municipais (HEBERER et al.,
2004; KOLPIN et al, 2002), fossas sépticas (VERSTRAETEN et al, 2005; SWARTZ
et al, 2006), efluentes hospitalares (KUMMERER, 2009), pecuéria, incluindo lagoas
de residuos e aplicacdo de estrume ao solo (WATANABE et al, 2010), chorume

residuos domésticos e industriais.



3.4.1 Agrotoxicos

Os agrotoxicos sdo comercialmente encontrados como defensivos agricolas
ou agroquimicos, ou ainda, como produtos fitossanitarios e fitofarmacéuticos. Séo
enunciados segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2011) como
substancias destinadas a barrar a acdo de insetos, acaros, fungos, bactérias, ervas
daninhas, roedores, entre outros. Os agrotdxicos sdo moléculas sintetizadas para
afetar determinadas reacdes bioquimicas de insetos, microrganismos, animais e
plantas que se quer controlar ou eliminar (SPADOTTO, 2004). Sao utilizadas nas
florestas nativas e plantadas, nos ambientes hidricos, urbanos e industriais e, em
larga escala, na agricultura e nas pastagens para a pecuaria, sendo tambéem
empregados nas campanhas sanitarias para o combate a vetores de doencas
(PERES, 2003).

O uso de agrotoxicos nas lavouras e no controle de pragas € muito antigo. O
registro mais antigo de seu uso vem da civilizagdo do sul da Mesopotamia, 0s
sumeérios, que em 2.500 ac. utilizavam enxofre para eliminar insetos. ApGs esse fato,
0S romanos misturaram 6leo ao enxofre, transformando-o em um repelente. No ano
de 79 dc. o arsénio também foi usado como inseticida e no século XIV o mercurio

teve sua presenca marcada no controle de pragas (BARBOSA, 2004).

Com o avanco da tecnologia e praticas agricolas no século XIX, a presenca
de insetos, fungos, bolores, roedores nas plantacbes aumentaram. Desde entdo, 0s
estudos e o uso de uma grande variedade de defensivos agricolas tem tomado
conta das lavouras. Nesta época surgem novos estudos no controle de pragas e
compostos inorganicos passam a serem utilizados. O cobre, zinco, mercurio, acido

cianidrico ganham destaques no uso em parreirais e planta¢des de frutas citricas.

Ainda nessa época, durante a segunda guerra mundial, foram desenvolvidos

novos agrotoxicos com o objetivo de proteger os soldados das doencas transmitidas
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por pragas que habitavam os locais onde viraram campos de batalhas. Anos depois
desse ocorrido os efeitos nocivos comecam a surgir, trazendo gravissimas

consequUéncias para a saude publica.

Mais tarde, os agrotoxicos ganham for¢ca nas lavouras de todo o Mundo e
sdo abusivamente usados nas lavouras para aumentar a produtividade, os lucros e

a garantir um produto com Otima aparéncia.

3.4.2 Farmacos

O termo "farmacos" abrange uma classe complexa de compostos amplamente
utilizados. Milhares de medicamentos com principios ativos de diferentes moléculas
sao usados diariamente pela populacdo com finalidades variadas. Algumas pessoas
utilizam para prevenir e tratar diversas patologias e com isso consomem anti-

hipertensivos, anti-inflamatérios, analgésicos, antidepressivos, entre outros.

Nos ultimos anos tem surgido preocupacdes sobre a presenca e 0s possiveis
efeitos nocivos de principios ativos de produtos farmacéuticos e produtos de
cuidados pessoais (PPCPs) no ambiente (GARCIA et al., 2013). Varios estudos tém
demonstrado efeitos adversos de longa data, de baixa dose de exposicdes, tanto
aguatica e da vida selvagem terrestre, a toxicidade em humanos relacionada aos
niveis de produtos farmacéuticos no abastecimento de &gua ainda é pouco
conhecido (GARCIA et al., 2013).

Estes compostos séo introduzidos no meio ambiente, principalmente atraves
de aguas residuais de efluentes de estacdes de tratamento de efluentes municipais,
hospitalares e atividades agropecuarias (GARCIA et al., 2013). Esses efluentes sao

descarregados nos rios, lagos e acabam sendo espalhados também sobre o solo.
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Desta forma, estes compostos podem contaminar todos o0s compartimentos

ambientais.

3.5 Producao e uso de agrotoxicos

7

O uso de compostos organicos para o controle de pragas € muito antigo.
Existem registros do ano de 400 a.C., no Ird, usava-se p6 da planta Chrysanthemun
cinerariaefolium para o controle de piolhos (BARBOSA, 2004). Mais tarde, em 1849,
descobriu-se que o p6 da planta continha piretrinas, constituintes quimicos

responsaveis pela atividade inseticida dessa planta (BARBOSA, 2004).

Foi durante a Segunda Guerra Mundial que os agrotoxicos ganharam forca.
Na tentativa de controlar as pragas e proteger os soldados delas, foram criados
variados pesticidas sintéticos (BARBOSA, 2004).

Desde entdo, o uso de agrotoxicos foi crescendo e a descoberta de novos

compostos também.

O crescimento demografico Mundial, estimado em 6,9 bilhdes de habitantes
(ONU, 2012), aumenta a preocupacdo com a producéo de alimentos para atender a
esse crescimento. A solucdo mais viavel para a agricultura foi aumentar a
produtividade por hectare (BARBOSA, 2004). Nessa perspectiva, faz-se necessario
o desenvolvimento de novas tecnologias agricolas, o uso de fertilizantes, produtos

trangénicos e o aumento no uso de agrotoxicos.

A introducdo de agrotoxicos organossintéticos no Brasil teve inicio em 1943,
guando chegaram as primeiras amostras do inseticida dicloro-difenil-triclororetano
(DDT) (SPADOTTO et al., 2004).

Desde entdo, o consumo de agrotoxicos no Brasil foi crescendo, chegando a

cerca de 307 mil toneladas de produtos comerciais em 1998, formulados com cerca
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de 250 ingredientes ativos. Expresso em quantidade de ingrediente ativo (i.a.), o
consumo passou de 16 mil toneladas em 1964 para mais de 128 mil toneladas em
1998; enquanto a area ocupada com lavouras agricolas no Brasil, em 1960, foi de 28
milhdes de hectares (ha) e de aproximadamente 50 milhdes ha em 1998. Portanto,
as areas com culturas agricolas aumentaram 78% enquanto o0 aumento no consumo
de agrotoxicos foi de 700% neste periodo (SPADOTTO et al., 2004).

O consumo de agrotoéxicos, no Brasil, varia com o tipo de cultura e a regiao
onde sao cultivadas. As regides que mais utilizam defensivos agricolas sdo Sudeste,
Sul e Centro-Oeste. Em termos de quantidade total de ingredientes ativos, as
culturas agricolas brasileiras nas quais mais se utilizam agrotéxicos no ano de 1998
eram: soja, milho, citros, cana-de-acucar, conforme pode ser observado na Tabela 1.
Ja a Tabela 2 apresenta uma relacdo de variadas culturas que receberam
agrotoxicos em 2011 (ANVISA, 2011).

Tabela 1: Relacdo de cultura e quantidade de agroté6  xico.

Cultura Agricola Quantidade (ton) Participacéo
(%)
Soja 42.015 32,6
Milho 15.253 11,8
Citros 12.672 9,8
Cana-de-acucar 9.817 7,6
Café 8.780 6,8
Batata 5.122 4
Algodao 4.851 3,8
Arroz Irrigado 4.241 3,3
Feijdo 4.199 3,3
Tomate 3.359 2,6
Total 128.712

Fonte dos dados: SINDAG (Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola).



Tabela 2: Relagdo de agrotoxicos autorizados e nao

indices de valores limite maximo permitido.

13

autorizados, utilizados nas culturas e os

Produto N°de N&o Autorizado Acima do >LMR e NA Total de

amostras Jara Cultura (NA) Limite Maximo Insatisfatorio
analisadas (>LMR)

1 2 3 (1+2+3)

N° % N° % N° % N° %
Pimentédo 165 107 64.80% 5 3.00% 20 12.10% 132 80.00%
Uva 165 58 35.20% 14 8.50% 21 12.70% 93 56.40%
Pepino 146 75 51.40% 3 2.10% 2 1.40% 80 54.80%
Morango 128 49 38.30% 11 8.60% 5 3.90% 65 50.80%
Couve 129 42 32.60% 8 6.20% 7 5.40% 57 44.20%
Abacaxi 145 41 28.30% 15 1030% 8 550% 64 44.10%
Mamao 170 36 21.20% 22  1290% 8 4.70% 66 38.80%
Alface 138 52 37.70% 0 0.00% 1 0.70% 53 38.40%
Tomate 144 45 31.30% 0 0.00% 2 1.40% 47 32.60%
Beterraba 172 55 32.00% 0 0.00% 0 0.00% 55 32.60%
Arroz 162 43 26.50% 0 0.00% 1 0.00% 44 27.20%
Cenoura 165 41 24.80% 0 0.00% 0 0.00% 41 24.80%
Repolho 166 34 20.50% 0 0.00% 0 0.00% 34 20.50%
Cebola 160 26 16.30% 0 0.00% 0 0.00% 26 16.30%
Laranja 146 14 9.60% 1 0.70% 0 0.00% 15 10.30%
Manga 160 12 7.50% 1 0.60% 0 0.00% 13 8.10%
Maga 170 6 3.50% 3 1.80% 0 0.00% 9 5.30%
Banana 170 3 1.80% 3 1.80% 0 0.00% 6 3.50%
Feijao 164 3 1.80% 2 1.20% 0 0.00% 5 3.00%
Batata 165 2 1.20% 0 0.00% 0 0.00% 2 1.20%

Fonte dos dados ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2011).

A Tabela 2 apresenta o uso de agrotoxicos ndo autorizados (NA) para

algumas culturas e o uso de aditivos a cima do limite maximo permitido e faz uma

relacdo entre esses dados. Esta organizada em ordem decrescente, com isso

observa-se que as culturas que ocupam as primeiras posi¢coes na tabela sao as que

mais recebem agrotoxicos e 0s nao autorizados.
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Essas informagdes salientam a importancia do monitoramento no uso desses
aditivos como também o monitoramento da contaminacao dos recursos hidricos e do

solo das regides de cultivo.

3.6 Exposicao ambiental aos contaminantes

Os contaminantes emergentes sao classificados em grupos em funcao de sua
estrutura, propriedade quimica, agdo de seus mecanismos toxicos e nas
caracteristicas e condi¢cdes ambientais em que se encontram. Foram sintetizados
para controlar ou eliminar insetos, microorganismos, animais, plantas, tratar doencas
ou infecgbes, mas determinados processos bioquimicos sdo comuns a todos 0s
seres vivos e, assim, o efeito pode entdo atingir ndo sé os organismos que se

esperam controlar, como também outros seres do ambiente (SPADOTTO, 2004).

As condicdbes meteorolégicas, composicdo das populacdes de
microrganismos do solo, propriedades fisicas e composi¢cdo quimica do solo,
presenca ou auséncia de plantas, localizacdo da area na topografia e praticas de
manejo do solo podem também afetar o destino de agrotoxicos e outros
contaminantes no ambiente. Além disso, a taxa e a quantidade de agua que se
move na superficie e no perfil do solo ttm um grande impacto no movimento dos
agrotoxicos (SPADOTTO, 2004).

A grande utilizacdo de agrotoxicos no processo de producdo agropecuaria,
entre outras aplicacdes, tem trazido uma série de transtornos e modificacdes para o
ambiente, seja pela contaminacao das comunidades de seres vivos que o compdem,
seja pela sua acumulacdo nos segmentos bidticos e abidticos dos ecossistemas
(biota, agua, ar, solo, sedimentos etc.) (PERES, 2003).

Outro fator que contribui para a contaminag¢do sao 0s processos de transporte

entre compartimentos ambientais (SPADOTTO, 2004). A lixiviagdo e o escoamento
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superficial sdo os destaques para esses processos. O escoamento superficial
favorece a contaminacdo das aguas superficiais, com 0s contaminantes sendo
transportados adsorvidos as particulas do solo erodido ou em solucdo na agua de
escoamento. A lixiviacdo desses contaminantes através do solo tende a resultar em
contaminacdo das 4guas subterrdneas e neste caso, as substancias quimicas séo

carreadas juntamente com a agua que alimenta os aquiferos (SPADOTTO, 2004).

A contaminacao dos recursos hidricos € de grande preocupacao, pois se uma
regido agricola, onde se utiliza uma grande quantidade ou variedade de agrotoxicos,
estiver localizada proxima a um manancial hidrico que abasteca uma cidade, a
qualidade da &gua ali consumida estara seriamente sob o0 risco de uma
contaminacdo, embora a mesma possa estar localizada bem distante da regido
agricola. Assim, ndo sO0 a populacdo residente proOxima a area agricola estaria
exposta aos agrotoxicos, mas também toda a populacdo da cidade abastecida pela
agua contaminada (PERES, 2003).

Um outro impacto causado por alguns agrotéxicos em mananciais d’agua diz
respeito a modificacdo da biota (SPADOTTO, 2004; PERES, 2003) com a selecao
das espécies mais resistentes e a contaminacdo de peixes, crustaceos, moluscos e
outros animais aquaticos (e marinhos). A acumulacéo desses produtos, nos animais,
gue habitam as aguas contaminadas podem se constituir uma ameaca para a saude
humana através da biomagnificacdo (VALARINI et al., 2003), que € 0 aumento na
concentragdo de um contaminante a cada nivel da cadeia alimentar. A contaminacao
em peixes, crustaceos e moluscos, representa uma importante fonte de
contaminacdo humana (PERES, 2003) e pode também acumular nos organismos
expostos. Os agrotoxicos podem ser agentes mutagénicos (sdo agentes fisicos,
quimicos ou biolégicos com exposicdo as células, podem causar mutacao;
ocasionando um dano na molécula de DNA, caso néo seja reparado no momento da
replicacdo celular € passado para as geracdoes seguintes), teratogénicos (sao
malformacbes e anomalias ligadas a uma perturbacdo do desenvolvimento

embrionario ou fetal), carcinogénicos ( sdo gentes fisicos ou bioldégicos que
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provoquem, agravem ou sensibilizem o organismo para o surgimento de um cancer),
e afetar a reproducdo de mamiferos (SPADOTTO, 2004).

3.7 Legislagdo para a 4gua

De acordo com a Lei Federal no 7.802, em seu Artigo 2, Inciso |, que trata
sobre esse grupo de substancias/agentes no pais: Agrotoxicos e afins sdo os
produtos e os componentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos destinados
ao uso no setor de producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas nativas ou implantadas e de
outros ecossistemas e também em ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicado da flora e da fauna, a fim de preserva-la da
acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como substancias e
produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores
do crescimento (BRASIL, 1988).

A vasta utilizacdo de agrotoxicos no processo de producdo agropecudria tem
trazido uma série de transtornos e modificacbes para o ambiente (PERES, 2003).
Com isso a Portaria Ministério da Saude (MS) N° 2914 de 2011, dispbe sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo
humano e seu padrao de potabilidade (BRASIL, 2011).

Essa portaria estabelece conjuntos de padrdes de qualidade para a agua para
consumo humano. Dentre eles, padrbes microbioldgicos, turbidez, odor, pH e
padrées de potabilidade para substancias quimicas que apresentam riscos para a
saude, essas substancias sdo apresentadas com valores maximos permitidos
(VMP), Tabela 3.
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Tabela 3: Tabela de padréao de potabilidade para sub  stancias quimicas que representam risco a

salide e constam na Portaria do ministério da Salde 2914/11.
Pardmetro CAS Unidades VMP
INORGANICAS
Antimonio 7440-36-0 mg L™ 0,005
Arsénio 7440-38-2 mg L* 0,01
Bario 7440-39-3 mg L™ 0,7
Cadmio 7440-43-9 mg L* 0,005
Chumbo 7439-92-1 mg L™ 0,01
Cianeto 57-12-5 mg L™ 0,07
Cobre 7440-50-8 mg/L 2
Cromo 7440-47-3 mg L* 0,05
Fluoreto 7782-41-4 mg L™ 1,5
Mercurio 7439-97-6 mg L* 0,001
Niquel 7440-02-0 mg L™ 0,07
Nitrato (como N) 14797-55-8 mg L* 10
Nitrito (como N) 14797-65-0 mg L™ 1
Selénio 7782-49-2 mg Lt 0,01
Uranio 7440-61-1 mg L™ 0,03
ORGANICA
Acrilamida 79-06-1 pg L 0,5
Benzeno 71-43-2 Hg Lt 5
Benzeno[a]pireno 50-32-8 pg Lt 0,7
Cloreto de Vinila 75-01-4 Mg Lt 2
1,2 Dicloroetano 107-06-2 pg Lt 10
1,1 Dicloroeteno 75-35-4 pg Lt 30
156-59-2 (cis)
1,2 Dicloroeteno (cis + trans) 156-60-5 (trans) Mg Lt 50
pg L 10
Diclorometano 75-09-2 Vs Lt 20
Di(2-etilhextil) ftalato 117-81-7 pg L 8
Estireno 100-42-5 pg Lt 20
Pentaclorofenol 87-86-5 pg L 9
Tetracloreto de Carboco 56-23-5 Mg Lt 4
Tetracloroetano 127-18-4 pg L 40
1,2,4-TCB(120-82-1)
Triclorobenzenos 1,3,5-TCB (108-70-3) Mg L? 20
1,2,3-TCB (87-61-6)
Tricloroetano 79-01-6 pg L 20

AGROTOXICOS
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24D+2,4,5T pg L 30
93-76-5 (2,4,5T)
Alaclor 15972-60-8 pg L 20
Aldicarbe + Aldicarbesulfona  + 116.06-3 (aldicarbe)
Aldicarbesulfoxido 1646-88-4 (aldicarbesulfona) g L™t 10
1646-87-3 (albicarbe
sulfoxido)
Aldrin + Dieldrin 309-00-2 (aldrin) ug L 0,03
Atrazina 1912-24-9 ug L 2
Carbendazim + benomil 113223:251:72 ;(Icarrgi\r:ﬁazm) pg L 120
Carbofurano 1563-66-2 ug L 7
Clordano 5103-74-2 Hg L™ 0,2
Clorpirifés + clorpirifés-oxon 2921-88-2 (clorpirifos) pg L 30
5598-15-2 (clorpirifés-oxon)
60-57-1 (dieldrin)
p, p-DDT (50-29-3)
rROERD  we
Diuron 330-54-1 pg L 90
T15-29-7: 1
Endossulfan (a B e sais) (959-98-8); Il pg L 20
(33213-65-9);
sulfato (1031-07-8)
Endrin 72-20-8 pg Lt 0,6
Glifosato + AMPA 1071-83-6 (glifosato)
1066-51-9 (AMPA) pg Lt 500
Lindano (gama HCH) 58-89-9 pg L 2
Mancozebe pg Lt 180
Metamidofés 10265-92-6 pg L 12
Metolacloro 51218-45-2 pg Lt 10
Molinato 2212-67-1 pg Lt 6
Parationa Metilica 298-00-0 pg Lt 9
Pendimentalina 40487-42-1 pg L 20
Permetrina 52645-53-1 Hg L™ 20
Profenofés 41198-08-7 pg Lt 60
Simazina 122-34-9 ug L™
tebuconazol 107534-96-3 pg L 18
Terbufos 13071-79-9 Hg L' 1,2
Trifluralina 1582-09-8 pg Lt 20
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DESINFETANTES E PRODUTOS SECUNDARIOS DA DESINFECGAO

Acidos haloacéticos total mg L* 0,08
Bromato 15541-45-4 mg L™ 0,01
Clorito 7758-19-2 mg L™ 1
Cloro residual livre 7782-50-5 mg L™ 5
Cloraminas Total 0599-903 mg L* 4
2, 4, 6 Triclorofenol 88-06-2 mg L™ 0,2
Trihalometanos Total mg L* 0,1

Dos compostos que fazem parte deste estudo na tabela 3 constam apenas o
aldrin, dieldrin, diuron, carbofurano e tebuconazol. Para o aldrin e dieldrin os valores
considerados para os limites permitidos sdo o somatdério dos dois. No entanto, esta
portaria ndo contempla a maioria dos agrotoxicos que estdo sendo usados
atualmente e ndo engloba os farmacos residuais. Esses compostos, ainda ndao séo
considerados, pela atual legislagdo, como sendo poluentes e ndo existe legislacao
no Brasil que trate sobre os farmacos e estudos dos possiveis efeitos ainda nao
foram avaliados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (CRESTANA et al.,
2011).

Em termos de legislacdo mundial, a mais rigida foi estabelecida pela
Comunidade Econdémica Européia (EEC, do inglés European Economic Community),
onde consta que a concentragdo maxima permitida para cada agrotoxicos € de 0,1
ug L* (EEC DRINKING WATER DIRECTIVE, 1980). J& a Agéncia de protecdo
Ambiental dos Estados Unidos (Usepa — do inglés United States Environmental
Protection Agency) estabelece os niveis maximos para cada agrotoxico em agua
para consumo humano baseados nos estudos epidemiologicos e toxicoldgicos

(VEIGA, 2006). Pegar direto a referencia da comunidade européia.

De acordo com a Legislacdo Brasileira, os servicos de saude s&o os
responsaveis pelo correto gerenciamento de todos os residuos sélidos dos servigcos
de salde (RSSS) por eles gerados (CRESTANA et al., 2011). O gerenciamento
eficiente de RSSS € um assunto que necessita de uma legislacdo e diretrizes mais

especificas. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da
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Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 306, de 7 de dezembro de 2004, que
dispde sobre o Regulamento Técnico para o gerenciamento de residuos de servicos
de saude e, pela Resolucdo n° 358, de 29 de abril de 2005, apresenta algumas
diretrizes para o tratamento e a disposicéao final dos residuos dos servigos de saude
(EICKHOFF et. al., 2009).

O Ministério da Saude publicou, em 2006, um Manual de Gerenciamento dos
Residuos de Servicos de Saude, o qual mostra a necessidade da adocdo de um
Plano de Gerenciamento de Residuos de Servigos de Saude. Mas esse manual ndo
aponta solugbes para a destinacao final de medicamentos. E a lei ndo engloba a
populacdo em geral, somente os estabelecimentos de saude.

3.8 Contaminantes selecionados no estudo

Os contaminantes para este estudo foram selecionados através de uma
pesquisa. Os agrotoxicos usados nas lavouras foram pesquisados com o0s
agricultores, nas agropecuarias e na EMATER/RS (Empresa de Assisténcia Técnica
e Extensdo Rural). Os farmacos mais utilizados pela populacdo foram pesquisados

nas farmacias, ambos no municipio de Santo Anténio da Patrulha.

OS contaminantes emergentes escolhidos para este estudo sao Aldrin,
Dieldrin, escolhidos por serem organicos persistentes e proibido seu uso no Brasil
desde 1992 (ANVISA, 2011); Atrazina, Carbofurano, Diuron, Epoxiconazol, Fipronil,
Imazetapir, Propanil, Piraclostrobina, Tebuconazol escolhidos por serem utilizados
nos cultivos locais; Atenolol, Cafeina, Diclofenaco, Fluoxetina, e Prednisona séo

alguns dos farmacos utilizados pela populacao local.
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As especificacbes dos compostos a seguir foram obtidas no The e-Pesticide

Manual (TOMLIN, 2003) e na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2003).

YV V. V V V V V V V

3.8.1 Aldrin

Grupo Quimico: Organoclorados

Nome Quimico (IUPAC): Hexacloro-herxaidro-exoendo-dimetano naftaleno
Classe: Inseticida

Formula molecular: C;,HgClg

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 309 — 00 — 2

Massa molar: 364,91 g mol™

Log Kow: 6,5

Classe toxicoldgica: Classe I, altamente toxico.

Nomes comerciais: Agrichem®, Aldersten EC 30®, Aldocit®, Aldrec®, Aldrex®,
Aldrex 2°, Aldrex 30°, Aldrex 40°, Aldrex 5°, Aldrimul®, Aldrin®, Aldrin 1,25%
Dust®, Aldrin 30®, Aldrin 40 EC/WP®, Aldrin 50 WP®, Aldrin dispersivel®, Aldrin
técnico®, Aldrine®, Aldrine reis®, Aldrine-Sandoz®, Aldrite®, Aldrosol®, Algran®,
Altox®, Bangald®, Compound 118°, Drinox®, Farmon Aldrin 30®, Geigy 95°,
HHDN®, Hortag Aldrin Dust®, Kortofin®, Murphy Aldrin Dust®, Octalene®, SD
2794°, Seedrin®, Socida®, Solodrine®, entre outros.
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3.8.2 Dieldrin

» Grupo Quimico: Organoclorados
Nome Quimico (IUPAC): 1,2,3,4,10.10-h exacloro-1,4,4a,5,6,7,8,8a-octahidro-
6,7-epoxi-1,4:5,8-dimetano-naftaleno

Y

Classe: Insetisida

Formula molecular: C;,HgClgO

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 60 —57 - 1
Massa molar: 380,909 g mol™*

Log Kow: 5,37

Classe toxicoldgica: Classe I, altamente toxico.

YV V V V V V VY

Nomes comerciais: Metabdlito do Aldrin.

3.8.3 Atrazina
NHCHZCH3

C|7\||/N\7\I/
Y

NHCH(CH,),

» Grupo Quimico: Triazina
» Nome Quimico (IUPAC): 6-cloro-N?-etil-N*-isopropil-1,3,5-triazina-2,4-diamina
» Classe: Herbicida

» Formula molecular: CgH14CIN5
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Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 1912-24-9.
Massa molar: 215,7 g mol™
Log Kow: 2,5

Classe toxicologica: Classe lll, pouco perigoso.

YV V V V V

Nomes comerciais: Nortox®, Atanor 50°.

3.8.4 Carbofurano
OCONHCHs3

O CHj
CHs

Grupo quimico: Metilcarbamato de benzofuranila

Nome quimico (IUPAC): 2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofurano-7-metilcarbamato
Classe: inseticida, nematicida

Formula molecular: C1,H15NO3

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 1563-66-2

Massa molar: 221,3 g mol™

Log Kow: 1,52

Classe toxicoldgica: |, extremamente toxico.

YV V.V V V V V V VY

Nomes comerciais: Carboran®, Fersol®, Diafuran®, Furacarb®, Ralzer®,

Furadan®.

3.8.5 Diuron

Cl NHCON(CH,),
Cl

» Grupo Quimico: Uréia
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Nome Quimico (IUPAC): 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea

Classe: Herbicida

Formula molecular: CgH1,CI2N,O

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS):

Massa molar: 233,1 g mol™

Log Kow: 2,85

Classe toxicoldgica: Classe lll, pouco perigoso.

Nomes comerciais: Baron®, Cafiex®, Cention®, Crisuron®, Monex®,
Sanduron®, Toberbare®, Vidiu®. Misturas: Amok®, Anuron® Cottonex D°,

entre outros.

3.8.6 Epoxiconazol

Y VY

YV V.V V V V V

Grupo Quimico: Triazol

Nome Quimico (IUPAC): (2RS,3SR)-1-[3-(2-clorofenil)-2,3-epoxi-2-(4-
fluorofenil)propil]-1H-1,2,4-triazol

Classe: Fungicida

Formula molecular: C,7H13CIFN3O

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 106325-08-0

Massa molar: 329,8 g mol™

Log Kow: 3,44

Classe toxicoldgica: Classe lll.

Nomes comerciais: Swing®. Misturas: Duett®, Eclipse®, Juwel®, Landmark®,

Mantra®, entre outros.
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3.8.7 Fipronil

Cl

,N\ CN
F,C N _ .0
S

Cl NH, \CF3
» Grupo Quimico: Fenil pirazol
» Nome Quimico (IUPAC): (RS)-5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil]-4-

(trifluorometilsulfinil)-1H-pirazol-3 carbonitrila

» Classe: Inseticida, cupinicida.
» Fbérmula molecular: C1,H4CloFgN4OS
» Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 120068-37-3
» Massa molar; 437,2 g mol™
» Log Kow: 4,0
» Classe toxicoldgica: Classe Il, moderadamente perigoso.
> Nomes comerciais: Blitz®, Chipco Choice®, Cosmos®, Frontlinev®, Goliath®,

3.8.8 Imazetapir

>
>

Icon®, KB Guepes®, Metis®, Termidor®, Texas®, entre outos.

(CH,),CH

Grupo Quimico: Imidazolinona
Nome Quimico (IUPAC): (rs) 5-etil-2-(4-isopropil-4-metil-5-0x0-2-imidazolin-2-

i) acido nicotinico
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Classe: Herbicida

Formula molecular: C;5H19N303

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 81335-77-5
Massa molar: 289,3 g mol™

Log Kow: 1,04

Classe toxicologica: Classe lll.

Nomes comerciais: Wayup®. Misturas: Clean Sweep® Elite®, Lightning®,

YV V. V V V V V

Odyssey®, Pursuit Plus®, Steel®, entre outros.

3.8.9 Propanil

Cl NHCOCH,CH,

Cl

Grupo Quimico: Anilida

Nome Quimico (IUPAC): 3,4-dicloropropionanilida
Classe: Herbicida

Formula molecular: CoHgCI,NO

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 709-98-8
Massa molar: 218,1 g mol™

Log Kow: 3,3

Classe toxicologica: Classe lll.

YV V.V V V V V V V

Nomes comerciais: Strel®, Agropur®, Herbax®, Propanac®, Propanex®,

Propanilo®, Propax®, Sorpur®, Supernox®, entre outros.
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3.8.10 Piraclostrobina

Y VY

YV V.V V V V V

H3C—:I ;CI
HM—’:
kA
/:< U—CHy
{’\_/—\
' kY
/T
£
b ——

Grupo Quimico: Estrobilurina

Nome Quimico (IUPAC): methyl N-{2-[1-(4-chlorophenyl)-1H-pyrazol-3-
yloxymethyl]phenyl}(Nmethoxy)carbamate

Classe: Fungicida

Formula molecular: C19H18CIN3O4

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 175013-18-0

Massa molar: 387,7 g mol™

Log Kow: 3,99

Classe toxicoldgica: Classe Il.

Nome comercial: Opera®.
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3.8.11 Tebuconazol

OH
CI—@CHZ—CHZ—C::—C(CHg)g
o
N
N
N—7/
» Grupo quimico: triazol
» Nome quimico (IUPAC): (RS)-1-p-clorofenil-4,4-dimetil-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
ilmetil)-3-pentanol
» Classe: fungicida
» Formula molecular: C16H22CIN3O
» Numero no CAS: 107534-96-3
» Massa molar: 307,8 g mol™
» Log Kow: 3,7
» Classe toxicologica: IV, pouco téxico
» Nomes comerciais: Elite®, Folicur®, Icarus®.

3.8.12 Atenolol
OH

H
o O\/I\/N\]/CH3

CH
H,N ’

» Nome Quimico (IUPAC): (RS)-2-[4-[2-hidroxi-3-(1-metiletilamino) propoxi]
fenil] etanamida
» Classe: B-blogueador.

» Formula molecular: C14H252N>03
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Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 60966-51-0

Massa molar: 266,34 g mol™

Log Kow: 0,23

Nomes comerciais: Angipress®, Atenolol®, Angiless®, Ablok®, Atenolab®, entre

outros.

3.8.13 Cafeina

YV V V V V V VY

AT
)OS
|

CHj3

Nome Quimico (IUPAC): 1,3,7-trimetil-1H-purina-2,6(3H,7H)-diona 3,7-dihidro-
1,3,7-trimetil-1H-purina-2,6-diona

Classe: Alcaloide.

Formula molecular: CgH1oN4O>

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 58-08-2

Massa molar: 194,19 g mol™

Log Kow: 0,07

Classe toxicologica: aguda.

Nomes comerciais: presente em analgésicos, chocolate, cafés, chas,

refrigerantes, alimentos, entre outros.



30

3.8.14 Diclofenaco Cl

NH
Cl OH

O

» Nome Quimico (IUPAC): (2 - [2 - (2,6-diclorofenil)] acido aminofenilico
etanqico)

Classe: Antiinflamatorio.

Formula molecular: C;4H11NCI0,

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 15307-86-5

Massa molar: 296,148 g mol™

Log Kow: 4,51

Classe toxicoldgica: aguda.

Nomes comerciais: Voltaren®.

YV V.V V V V V

3.8.15 Fluoxetina

FsC

» Nome Quimico (IUPAC): N-metil-3-fenil-3-[4[-(trifluorometil) fenoxi] propan-1-
amina

Classe: Antidepressivo

Formula molecular: C,7H18F3sNO

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 54910-89-3

Massa molar: 309,33 g/mol

YV V VYV V
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Log Kow: 3,82
Classe toxicologica: aguda.

Nomes comerciais: Prozac®, Daforin®, Sarafem®.

3.8.16 Prednisona

YV V. V VYV V V

Nome Quimico (IUPAC): 17-hydroxy-17-(2-hydroxyacetyl)-10,13-dimethyl - 7,
8,9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17 - decahydro 3 Hcyclopenta [a] phenan threne -
3,11 (6H)-dione

Classe: Corticoide

Formula molecular: CyH,305

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 53-03-2

Massa molar: 360,444 g mol™

Classe toxicologica: aguda.

Nomes comerciais: Meticorten®, Predicorten®.
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Os agrotoxicos sdo substancias que podem matar diretamente um organismo
indesejavel ou controla-lo de alguma maneira (BAIRD, 2002). As diferentes classes

de agrotoxicos estdo agrupados na Tabela 4.

Tabela 4: Relacao de tipo de agrotéxico e organismo alvo.

Tipo de Agrotéxico Organismo alvo
Acaricida Acaros
Algicida Algas

Avicida Péssaros
Bactericida Bactérias

Desinfetante

Microorganismos

Fungicida Fungos
Herbicida Plantas
Inseticida Insetos
Larvicida Larvas de insetos
Moluscicida Caracais, lesmas
Nematicida Nematodides
Piscicida Peixes
Raticida Roedores

Os fungicidas sdo usados para controlar o crescimento de alguns tipos de
fungos. O seu uso cresceu no controle de ervas daninhas em substituicdo as
atividades diretas do cultivo da terra para essa finalidade (MANAHAN, 2013).



33

Os herbicidas sao utilizados para matar ervas daninhas sem causarem
prejuizo a vegetacdo desejavel (BAIRD, 2002). Entre os diversos herbicidas
existentes, 0s mais importantes contém trés atomos de nitrogénio heterociclico em
estrutura anelares, portanto, sdo chamados de triazinas (MANAHAN, 2013). As
triazinas tém a funcdo de inibirem a fotossintese, a seletividade é dada pela
incapacidade de as plantas-alvo metabolizarem e destoxificarem o composto

(MANAHAN, 2013). Como é aplicado em varias culturas, torna-se um poluente

aquatico comumente encontrado nas regides onde é utilizado.

Os agrotoxicos sao produzidos com a finalidade de eliminar os insetos que se
encontram nas lavouras. Seu uso mais antigo de que se tem registro é a queima de
enxofre para fumigar os lares gregos cerca do ano 1000 a.C. (BAIRD, 2002).
Durante a Segunda Guerra Mundial, foram desenvolvidos muitos inseticidas

organicos (BAIRD, 2002), vindo a substituir os inorganicos até entao utilizados.

Muitos inseticidas organoclorados foram utilizados nas Ultimas décadas, mas
hoje estdo proibidos devido a seus niveis de toxicidade e, sobretudo sua

acumulacéo e persisténcia em cadeias alimentares (MANAHAN, 2013).

Os contaminantes emergentes oriundos de farmacos presentes em
mananciais, de modo geral, indicam a contaminacdo por aguas residuaria nao
tratadas por completo (MANAHAN, 2013). Os farmacos possuem uma variada
categoria de substancias com ingredientes ativos que incluem os antibioticos,
analgésicos, antiflamatorios, contraceptivos, B —bloqueadores, antidepressivos, entre

outros.

Os contaminantes emergentes na analise de agua sao espécies que foram
reconhecidas como contaminantes importantes recentemente e cujos efeitos de

longo prazo ndo sdo muito conhecidos (MANAHAN, 2013).

Segundo Dezotti (2003), um ponto critico neste tema é saber se existe um
nivel elevado dessas substancias no meio ambiente, que seja suficiente para

exercer efeitos adversos em seres vivos e a ocorréncia desses farmacos residuais
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em &guas superficiais e de subsolo demonstra uma necessidade de estudos que

determinem os efeitos toxicos desses farmacos frente ao meio ambiente.

Entre os impactos ambientais mais relevantes associados a esses
contaminantes estd a genotoxicidade, ou seja, a capacidade que algumas
substancias tém de induzir alteracdes no material genético de organismos a elas
expostos (GIL et al., 2005).

3.9 Técnicas de extracao e pré-concentracdo de cont aminantes em agua

O preparo de amostra € uma etapa importante na maioria das analises
guimicas, sobretudo nas andlises de residuos, nas quais 0s analitos se encontram

em concentragdes muito baixas, em nivel de tracos, pgL*ang L™ .

Com isso, a analise de residuos de agrotoxicos em agua € dificil, os analitos
apresentam propriedades fisico-quimicas distintas e no caso de uma matriz
complexa, na qual os compostos ocorrem em concentracdes muito baixas e
geralmente estao presentes altas concentracdes de interferentes (LANCAS, 2004a).
O principal objetivo do preparo de amostra é promover a extracao e, muitas vezes, a
concentracdo dos analitos e a remocao dos interferentes, quando possivel. Uma
etapa muito importante, onerosa e demorada no processo analitico e pode introduzir
erros, principalmente devido a perda do analito e a contaminacdo (HERCEGOVA et
al., 2007; PRESTES et al., 2009).

A técnica de preparo da amostra deve visar obtencdo de resultados confiaveis
e exatos, consumir quantidades minimas de reagentes e solventes (JARDIM et al.,
2010).
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3.9.1 Extracdo em fase soélida (SPE)

A Extracdo em Fase Sdlida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction) é uma
técnica de separacgéo liquido-solido empregada com a finalidade de isolar os analitos
de interesse contidos em uma matriz. Podendo, posteriormente, ser analisado em

um meétodo instrumental, como a cromatografia.

O desenvolvimento do SPE envolve a escolha das condi¢cdes experimentais
como selecdo da fase solida, do solvente da amostra e do solvente de eluicdo
(LANCAS, 2004a).

A técnica consiste basicamente no uso de um cartucho parecido com uma
seringa (Figura 2), que é preenchido por um adsorvente. De acordo com LANCAS
(2004), dentro do cartucho o material de empacotamento fica retido entre dois discos
(frits) de polietileno, sendo que a parte inferior do cartucho € afunilada e apresenta

uma extensdo que se encaixa em um dispositivo para efetuar o vacuo.

Disco de polietileno

Sorvente

Disco de polietileno

5 Reservatorio
[
<

Figura 2: llustracao de um cartucho utilizadoem SP  E.

A extracdo em fase sdlida é a técnica mais utilizada atualmente na extragéo e

pré-concentracdo de amostras ambientais de residuos de contaminates emergentes
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e agrotoxicos, entre outros (PRIMEL et al, 2005; RISSATO et al., 2004; VEIGA et al.,
2006).

A Figura 3 apresenta a sequéncia das etapas da extracdo em fase solida que
incluem:

(A) Condicionamento do sorvente,
(B) Percolacdo da amostra,

(C) Lavagem ou clean up,

(D) Eluicéo dos analitos com solvente apropriado (LANCAS, 2004a).

(A) (B) (©) (D)

r
2
| |
—n

o
=

Figura 3: llustracao das etapas realizadas na SPE.
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A ativacdo do sorvente é por meio do condicionamento utilizando solventes
apropriados para o material a ser ativado (C18, C8, CN, Silica, entre outros)
(LANCAS, 2004a).

A percolacdo da amostra tem como finalidade a concentragdo dos analitos
gue é realizada passando a amostra através de um cartucho, auxiliado por vacuo.
Nesta etapa os analitos ficam retidos no cartucho, deixando passar o restante da

amostra com os interferentes (LANCAS, 2004a).

De acordo com Lancas (2004a), a velocidade de percolacdo da amostra &
importante e pode ser ajustada controlando o vacuo ou a pressao aplicada durante
esta etapa. A etapa posterior, a limpeza ou clean up é fundamental para eliminar
interferentes oriundos da matriz, os quais podem alterar os resultados no método
analitico. Essa limpeza é realizada com solvente apropriado, que ndo possua forca
para carregar o analito. Para a extracdo de compostos organicos, agrotoxicos em
amostras aquosas, usa-se principalmente agua ultra-pura (CALDAS et al., 2009;
RODRIGUES et al., 2007).

A etapa de eluicéo é realizada com um solvente capaz de remover os analitos
do sorvente. Nessa etapa o ideal é a utilizacdo de pequenos volumes de solvente
para se obter um maior valor de pré-concentragéo. E assim, o volume eluido ja pode
ser analisado nos instrumentos adequados. O uso do SPE é muito comum na
analise de amostras ambientais, na qual geralmente os contaminantes encontram-se
muito diluidos (LANCAS, 2004a).

As fases sdlidas de separacdo utilizadas na SPE sdo similares aos
empregados na cromatografia liquida, desta forma os mecanismos de separacéo
também sé&o similares, como: adsorcao, particdo (fase normal e reversa), troca ibnica
e exclusao por tamanho (LANCAS, 2004a).

Os responséaveis pela retencdo na SPE sdo os adsorventes contidos nos
cartuchos. Materiais como silica gel, alumina, silicato de magnésio (Florisil), carvao

ativado, polimeros (estireno-divinil benzeno como XAD-2 e PRP-1) e fases baseadas
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em silica quimicamente ligadas, sdo amplamente empregadas na extracdo de fase
soélida (LANCAS, 2004a).

Os adsorventes mais usados na adsorcéo, séo a silica, a alumina e o silicato
de magnésio - florisil®. A silica é utilizada para aplicagdes gerais, enquanto florisil®
€ muito empregada em analise de pesticidas, no entanto este € o0 mais polar e assim
podera provocar adsorcéo irreversivel do analito de interesse em sua superficie. A
silica gel possui uma superficie ligeiramente acida que permite a retencdo de
compostos basicos, enquanto que a superficie basica da alumina é apropriada para
a adsorcao de compostos de carater acido (CARDOSO, 2011).

A SPE, utilizando materiais preparados para apresentarem o mecanismo de
particdo surgiu para evitar problemas de adsorcao irreversivel que ocorria na
utilizacdo de adsorventes polares em analise de compostos altamente polares.
Quase todas as fases que utilizam esse mecanismo sdo preparadas a partir da silica
utiizada em processos de adsorcdo, onde geralmente a silica reage com um
derivado clorado do grupo siloxano, ligando o grupo alquilico (R) do reagente a
estrutura basica da silica. Na particdo este mecanismo pode ocorrer de duas formas:
fase reversa e fase normal. Na fase reversa, o sorvente € menos polar que o
solvente de eluicdo; e na fase normal, o solvente é menos polar que o sorvente

(LANCAS, 2004a; CARDOSO, 2011)

A troca ibnica é geralmente empregada para o isolamento de analitos de
carater 4cido ou béasico presentes em solu¢des aquosas. Os compostos basicos sao
usualmente retidos por intermédio de uma fase sdlida, consistindo de um trocador
forte de cations (SCX) do tipo SO3 aprisionado a estrutura basica da silica, enquanto
0s compostos acidos séo retidos por trocadores fortes de anions (SAX) do tipo
N+(CHj3)s. Dessa forma ocorrerd uma forte atracdo entre o analito e o trocador de
ions de carga oposta. Os principais fatores que influenciam a separacdo por troca
ibnica sdo: pH, seletividade do contra-ion, forca i6nica, solvente e fluxo (LANCAS,
2004a).
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O mecanismo de separacdo que utiliza a exclusdo por tamanho tem sido
aplicado para eliminar compostos indesejaveis da amostra por intermédio de um
mecanismo fisico de separacao, similar a uma filtracdo. A fase sélida € formada por
um polimero (formado de unidades de glicose e epicloridirina), cujo tamanho de
poros é bem controlado, de forma a permitir a entrada de moléculas pequenas do
analito e excluir as maiores indesejaveis, como por exemplo, proteinas (LANCAS,
2004a).

De acordo com alguns estudos utilizando SPE, foi testada a eficiéncia de
diferentes adsorventes OASIS HLB, Strata-X, Chromabond HR-X, Bakerbond
Speedisk para determinacdo de farmacos em agua dor mar (WILLE et al., 2010). O
adsorvente Chromabond HR-X foi escolhido, pois obteve recuperacdes maiores que
70%.

Em outro estudo comparativo Lacey e colaboradores em 2008 testaram 0s
adsorventes Strata-X, Supelco C8, Supelco C18, Oasis HLB, Varian Focus,
LiChrolut-EN para determinacdo de 20 farmacos em agua residual e efluentes de
tratamento de esgoto. O adsorvente escolhido foi o Strata — X (CARDOSO, 2011).

De acordo com Cardoso, 2011, alguns trabalhos utilizando sorvente C18 para
determinacdo de farmacos em diferentes matrizes aquosas podem ser encontrados
na literatura. Stumpf e colaboradores em 1999 utilizaram cartuchos C18 para
determinacao de residuos de farmacos polares (acido acetil salicilico; diclofenaco,
acido clofibrico, ibuprofeno, indometacina, entre outros) em esgoto e agua natural
(STUMPF et. al. 1999).

Para os agrotoxicos os sorventes mais utilizados na extracdo em fase soélida
aplicada em matrizes aquosas sdo: C18, usado na extracdo de herbicidas,
inseticidas organoclorados e em métodos envolvendo compostos com diferentes
classes quimicas. Os poliméricos Oasis HLB, que tém sido usados para diversas
classes de agrotoxicos, como os herbicidas entre eles o grupo das sulfuniluréias
(CALDAS, 2009).
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A Tabela 5 apresenta a técnica de extragdo em fase solida com variados

adsorventes, utilizados para a extracao de diferentes analitos em matrizes aquosas.

Tabela 5: Utilizacao da SPE para a extracdo de dife

rentes analitos.

Tipo de Matriz Técnica de
Composto Adsorvente Estudada Determinacdo Referéncias
Rodriguez et. al.,
Aldrin e Dieldrin Cc18 Algas HPLC-UV 2007.
Efluentes de
ETEs e aguas CHEN et al.,
Diclofenaco c18 superfifciais LC-MS/MS 2008
Aguas Donato et. al.,
Atrazina Strata-X superficiais LC-MS/MS 2012.
Aguas Donato et. al.,
Tebuconazol Strata-X superficiais LC-MS/MS 2012.
C18, XAD-2 Aguas Momplaisir et.
Carbofurano e outros superficiais GC-MS al., 2010.
Aguas Griitzmacher et.
Fipronil c18 superficiais GC-ECD al., 2008.
Aguas
Strata-X, C8 | superficiais e Lacey et. al.,
Cafeina e C18 de Efluentes LC-MS/MS 2008.
Aguas Donato et. al.,
Piraclostrobina Strata-X superficiais LC-MS/MS 2012.
Aguas
Propanil C18 superficiais HPLC-UV | Avila et. al., 2007
Cl8e
Atenolol Strata-X Urina HPLC-UV llha et. al. 2002.
Cl8e
Prednisona Strata-X Urina HPLC-UV llha et. al. 2002
Aguas Green et. al.,
Diuron c18 superficiais HPLC-UV 2000.
Cl8e
Fluoxetina Strata-X Urina HPLC-UV llha et. al. 2002.
Aguas Donato et. al.,
Epoxiclonazol Strata-X superficiais LC-MS/MS 2012.
Ci8e Aguas Faria et. al.,
Imazetapir PMTDS superficiais HPLC-DAD 2007.
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3.10 Métodos para determinagdo de residuos de conta minantes emergentes

em agua

Os métodos para analises quimicas sao em geral seletivos e poucos sao
realmente especificos para uma Unica substancia quimica. Consequentemente, a
separacao do analito de interferentes potenciais é, na maioria dos casos, uma etapa
crucial de um procedimento analitico. Até meados do século XX, as separacdes
analiticas eram realizadas utilizando métodos classicos como a precipitagao,
destilagcéo e extracdo. Hoje as separacdes analiticas sdo mais comumente feitas por
cromatografia e eletroforese, principalmente em amostras complexas e que

contenham muitos componentes (SKOOG, 2002).

A cromatografia € um método de separacgéo eficaz que encontra aplicacdes
em todos os ramos da ciéncia e 0s analitos de interesse na amostra podem ser
particionados ente duas fases, uma fase movel que pode ser um gas, um liquido ou
um fluido supercritico. Essa fase moével (FM) é forcada a passar atraves de uma fase
estacionéaria (FE) fixas, colocada em uma coluna ou em uma superficie sélida. As
duas fases sao escolhidas de modo que os componentes da amostra distribuam-se

entre as fases moével e estacionaria (SKOOG, 2002).

Na cromatografia os métodos fundamentais baseiam-se nos tipos de fases
moveis e estacionarias e nos tipos de equilibrios envolvidos na transferéncia dos
solutos entre as fases. H& trés classificacbes gerais para a cromatografia:
cromatografia gasosa, cromatografia liquida e a cromatografia com fluido
supercritico (SKOOG, 2002).

Neste trabalho foram utilizadas a Cromatografia Gasosa (GC, do inglés Gas
Chromatography) e a Cromatografia Liquida de Ultra-Eficiéncia UHPLC acoplado ao

Espectrdmetro de Massa (MS).
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3.10.1 Cromatografia Liquida de Ultra-Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas em série (UHPLC — MS/MS)

A Cromatografia Liquida de Ultra-Eficiéncia (UHPLC) tem sido desenvolvida
como uma técnica de separacdo poderosa e inovadora com base na utilizacdo de
colunas contendo fases estacionarias com tamanho de particulas (<2 pm) menor do
gue HPLC convencional. Isto tem levado a maior resolugéo e sensibilidade, e menor
tempo de analise (HERNANDEZ et al., 2001). A UHPLC em combinacdo com MS
tem se mostrado como uma excelente ferramenta analitica para determinacdes
ambientais multiresiduais de compostos como farmacos e medicamentos, toxinas e
pesticidas em agua (HERNANDEZ et al., 2001).

A UHPLC fundamenta-se nos mesmos principios de separacdo da
cromatografia liquida de alta eficiéncia e possui como principais diferencas as
colunas cromatograficas empregadas que possuem dimensbes menores
(comprimento: 5-10 cm e diametro: 1-2 mm) e a fase estacionaria recheada com
particulas < 2 um. A FM possui altas velocidades que juntamente com a FE
aumentam a resolucdo e a detectabilidade, diminuindo o tempo de anélise. Desta
forma aumentando a pressao cromatografica, com isso, € necessario equipamentos

capazes de operarem em altas pressdes (JARDIM et al., 2010).

De acordo com Jardim e colaboradores, 2010, desde a introdu¢ao do primeiro
equipamento de UHPLC pela Waters Corporation em 2004, denominado de
ACQUITY UPLC® System, que permitiu que a técnica fosse empregada além do
meio académico, e avaliada por diversos usuarios, até os dias atuais, a UHPLC vem
ganhando espaco em todas as &reas de aplicacdo da HPLC, em decorréncia de
suas principais vantagens: diminuicdo consideravel no tempo de analise, melhor
resolucdo e detectabilidade, economia de FE e FM, pequeno volume de amostra,

facilidade de transferéncia de um método desenvolvido por HPLC para UHPLC,
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grande variedade de colunas e equipamentos disponiveis e menor geracao de

residuos.

A espectrometria de massas acoplada a espectrometria de massas (EM-EM)
ou MS/MS (do inglés, Mass Spectrometry / Mass Spectrometry) tem sido
amplamente empregada na deteccdo de compostos presentes em baixas
concentracbes em matrizes complexas, acoplada a cromatografia, uma vez que
possibilita um aumento na detectabilidade e reduz a interferéncia espectral de
compostos presentes na matriz, além de aumentar a quantidade de informacéo
estrutural que se pode obter (CHIARADIA et al. 2008). Os analisadores de massas
podem ser: quadrupolo, ion trap. Os analisadores de massas EM-EM podem ser:

triplo quadrupolo e quadrupolo-ATV.

O modo de operacdo e o analisador de massas empregado neste trabalho
sdo Monitoramento Seletivo de Reacdes MSR (SRM do inglés, Selected Reaction
Monitoring) este tipo de varredura € monitorada a fragmentacdo de um ion precursor
selecionado no triplo quadrupolo no primeiro estagio aos seus correspondentes ions

produtos que atravessam o segundo estagio (CHIARADIA et al., 2008).

O triplo quadrupolo é constituido por trés quadrupolos em série (Figura 4),
sendo que o segundo quadrupolo néo é utilizado para separar ions de mesma razéo
m/z, mas sim como cela de colisdo, na qual ocorre a fragmentacdo dos ions
selecionados no primeiro quadrupolo geralmente por dissociacdo induzida por
colisdo com um gas inerte ou DIC (do inglés, dissociation induced- collision), e
também €& empregado como direcionador dos ions produzidos ao terceiro
quadrupolo. Na DIC, o ion precursor proveniente do primeiro quadrupolo é acelerado
por um potencial elétrico para uma regido de alto vacuo no interior do segundo
qguadrupolo, onde sofre repetidas colisbes com um gas inerte de elevada energia
(geralmente Ar, He ou N;), o0 que leva a um aumento na energia potencial deste ion
até ocasionar sua fragmentacdo, conduzindo a formacao dos ions produto. Quando
DIC é realizada em baixa energia, as reacfes de fragmentacdo levam geralmente a

perda de fragmentos neutros (H.O, MeOH, CO, CO; etc.), dependendo da natureza
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do ion precursor. Esta perda de fragmentos neutros é muito importante na
determinacao estrutural da molécula do analito, uma vez que fornece informacodes
acerca de grupos funcionais presentes na molécula. Quando DIC é realizada sob
elevada energia, as reacdes de fragmentacdo geram informacgdes estruturais mais
significativas, uma vez que pode levar a quebra das moléculas em posi¢cdes
caracteristicas. Porém, quando a energia € muito elevada pode levar a uma
fragmentacao descontrolada. Além de informacdes estruturais, DIC pode melhorar a
detectabilidade do método quando usada para gerar um ion caracteristico de uma
molécula e assim realizar sua deteccdo a partir deste ion fragmento quando a
molécula do analito de interesse se encontra em presencga de outras moléculas de
mesma massa molar nominal, uma vez que reduz o ruido e aumenta a
detectabilidade. Todos os quadrupolos sédo controlados para transmitir ions de uma
Gnica razdo m/z ou de um intervalo de razées m/z para gerar informacao analitica
mais exata (CHIARADIA et al., 2008).

ions vindo da fonte.

| = Analito de interesse.

. . Q1
. q Q3
W2 =
= (I __CD‘:'? Detector
a—

MS1 Dissociagéo MS2

Figura 4: Esquema de um analisador do tipo triplo q uadrupolo. Adaptado de Broadinstitute, in
Rizzetti, 2013.
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Segundo Chiaradia e colaboradores 2008, na tentativa de minimizar os
problemas encontrados no interfaceamento do sistema de cromatografia liquida com
espectrometria de massas foram desenvolvidas interfaces, nas quais, € realizada a
ionizacdo do analito por métodos que permitem a obtencdo de ions a partir de
moléculas sensiveis a temperatura ou pouco volateis, chamadas fontes de
ionizacdo. Dentre as fontes de ionizacdo desenvolvidas, as mais empregadas sao
ionizacdo por eletronebulizacdo ou ESI (do inglés, Electrospray lonization),
lonizagdo Quimica a Pressao Atmosférica ou APCI (do inglés, Atmospheric Pressure
Chemical lonization). De acordo com Lancas, 2009, a fonte ESI € empregada na
analise de moléculas de maior polaridade e massa molecular, a fonte APCI é
empregada na andlise de moléculas menores e menor polaridade. A fonte de

ionizagao por eletronebulizacao foi a fonte utilizada neste trabalho.

Na ionizacao por eletronebulizacéo, o liquido no qual o analito de interesse se
encontra dissolvido na FM passa através de um capilar, a pressdo atmosférica,
mantida sob alta voltagem. Na saida do capilar sdo formadas pequenas gotas
altamente carregadas, denominadas “spray” que s&o dessolvatadas ao se
deslocarem em sentido contrario ao posicionamento de um eletrodo em uma regiao
de pressdo atmosférica. A dessolvatacdo é assistida por um fluxo continuo de géas
seco, geralmente Ny, na regido do “spray”. A medida que ocorre a dessolvatacéo, o
tamanho das gotas € reduzido até o ponto em que a forca de repulsdo entre as
cargas similares fica maior que as forcas de coeséo da fase liquida. Neste momento
ocorre a chamada *“explosdo couldémbica”, que gera gotas com tamanhos
equivalentes a 10% do tamanho das gotas a partir das quais se originaram. Uma
série de explosfes passa entdo a ocorrer até que sédo produzidos ions do analito a
partir destas gotas, os quais sao transferidos para o interior do espectrometro de

massas por uma seérie de dispositivos de focalizacdo (CHIARADIA et al., 2008).

A fonte de ionizac&o ESI proporciona que os analitos sensiveis a temperatura
sejam ionizados sem sofrer degradacao, isto acontece por que a ionizacado ocorrer

diretamente na solucdo. O modo de obtencdo de ions proporcionado por esta fonte
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favorece a sua aplicacdo a compostos ionizaveis em solugédo e compostos altamente
polares (CHIARADIA et al., 2008).

3.10.2 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)

Segundo Chiaradia e colaboradores, 2008, a combinacdo da cromatografia
gasosa com a espectrometria de massas é relativamente simples, uma vez que as
caracteristicas de funcionamento do cromatdégrafo a gas séo suficientemente

compativeis com a necessidade de alto vacuo do espectrometro de massas.

Quando séo utilizadas colunas capilares em GC € possivel conectar a saida
da coluna diretamente a fonte do espectrébmetro, uma vez que, em condi¢cdes
normais de operagéo, o sistema de bombeamento do espectrébmetro de massas é

capaz de captar todo o eluente da coluna (CHIARADIA et al., 2008).

O monitoramento lon seletivo (SIM, do inglés Selected lon Monitoring) permite
que o espectrébmetro de massa faga a detecgdo especifica compostos com uma
sensibilidade muito elevada. No modo SIM, o aparelho é configurado para coletar
dados em massas de interesse. Desta forma, o espectrometro de massa coleta
apenas os dados das massas de interesse, ele responde sO para aqueles
compostos que possuem o0s fragmentos de massa selecionada. Mais recentemente,
o modo SIM foi substituido nos equipamentos de GC-MS por sistemas que operam
com a varredura completa (full scan, FS) a baixa concentragdo e/ou com a

espectrometria de massas em série (MS/MS) entre outros (PRESTES et al., 2013).

Os métodos de ionizacdo mais empregados em CG-MS sdo ionizagcao por
impacto de elétrons (El, do inglés Electron lonization) e a ioniza¢do quimica (Cl, do
inglés Chemical lonization). A IC é a técnica que foi desenvolvida especialmente

para aumentar a producdo do ion molecular e reduzir as fragmentacdes associadas
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a ionizacdo por elétrons. Nesta técnica, as moléculas do analito, em fase gasosa,
sao introduzidas na camara de ionizacao do espectrobmetro de massas, que contém
um gas reagente. Esta mistura (moléculas do analito + gas reagente) é
bombardeada com elétrons, assim como na El. Mas, como 0 gas reagente esta em
excesso em relacdo ao analito (geralmente em propor¢cdo maior que 1000:1), ele é
ionizado quase que exclusivamente e passam a ocorrer reagdes entre os ions em
fase gasosa do gas reagente e as moléculas neutras do analito, dando origem aos
ions pseudomoleculares do analito [M+H]+. Por este processo ser relativamente de

baixa energia, quase nao € observada fragmentacao.

Na El o analito de interesse, em fase gasosa, € bombardeado com elétrons
de alta energia (geralmente 70 eV). As moléculas do analito absorvem esta energia
desencadeando varios processos, dentre os quais 0 mais simples é aquele em que o
analito € ionizado pela remoc&o de um Unico elétron (M*) (CHIARADIA, COLLINS E
JARDIM, 2008). O método de ionizacdo utilizado neste trabalho foi por impacto de
elétrons (El) e o analisador de massa tipo armadilha de ions (lon Trap). A Figura 5

representa um analisador do tipo armadilha de ions.
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Figura 5: Analisador do tipo armadilha de ions (lon Trap). Fonte: http://www2.iq.usp.br.

O analisador de massa do tipo lon-trap € um quadrupolo tridimensional que
“captura” os ions que sao introduzidos em seu interior e os mantém “aprisionados”
até que uma determinada radiofreqiiéncia seja aplicada e torna os ions de certa
razdo m/z instaveis, de forma que sao libertados do trap (CHIARADIA et al., 2008).
Os analisadores do tipo IT operam por principios fisicos semelhantes aos do
guadrupolares. Contudo, neste caso 0s ions ndo mais descrevem uma trajetoria
através do ambiente quadrupolar, e sim sdo aprisionados nele (por isso no nome
armadilha de ions). Outra diferenca trata-se da arquitetura dos eletr6dos, que agora
sao 3, sendo que o central tem um formato circular, e os dois das extremidades tem
geometria hiperbdlica. Este campo elétrico mantém os ions em uma Orbita estavel
em seu interior, contudo os ions sao ejetados para fora do analisador pela aplicacéo
de uma rampa crescente de radio frequéncia, que consequentemente, desestabiliza

0s ions ejetando-os em direcdo ao detector, de forma crescente de acordo com seus
valores de m/z (SOUZA, 2008).
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3.11 Validacao

Para garantir gue um novo método analitico forneca informacgdes confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra analisada, esse deve ser submetido a uma avaliacao
denominada validacdo, visando diminuir ou controlar os fatores que levam a
imprecisdo ou inexatiddo de um dado gerado (LANCAS 2004b; RIBANI et al, 2004).
A validacdo tem o objetivo de confirmar que os métodos sdo apropriados para o uso
pretendido (INMETRO, 2011).

A validacdo de um método € um processo continuo que comecga no
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia. O processo de validagdo bem definido e
documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os
métodos e 0s sistemas sao adequados para o uso desejado (RIBANI et al., 2004).

E fundamental que os laboratérios disponham de meios e critérios objetivos
para demonstrar, com a validagdo, que os métodos de ensaio que utilizam
conduzem a resultados confidveis e adequados a qualidade pretendida (INMETRO,
2011).

Para auxiliar o processo de validacdo, no Brasil, hd duas agéncias
credenciadoras que verificam a competéncia de laboratorios de ensaios, o Instituto
Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) e a Agéncia Nacional
de vigilancia Sanitaria (ANVISA). Estes dois 6rgdos disponibilizam guias de
procedimento de validacdo de métodos analiticos, assim dispdem a Resolucéo da
ANVISA RE n° 899, de 2003 e o documento do INMETRO de julho de 2011. Os
parametros que podem ser avaliados sé&o: linearidade, seletividade, preciséo,

exatidao, precisdo, limite de deteccéo e quantificacdo e seletividade.
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3.11.1 Curva analitica e linearidade

7

De acordo com Zanella e colaboradores, 2003, a calibracdo € um estagio
muito importante na analise quimica e sem um bom procedimento de calibracdo, a

exatidao e a precisao podem ficar comprometidas.

A maioria dos equipamentos de medicdo existentes estabelece a sua faixa
dindmica linear. E necessario, entretanto, verificar até que ponto a faixa de
concentracdo do analito coincide com a faixa dindmica linear e assegurar que

nenhum outro fendmeno tenha impacto indesejavel na resposta (INMETRO, 2011).

A quantificacdo requer que se conheca a dependéncia entre a resposta
medida e a concentracdo do analito. A linearidade é obtida por padronizacéo interna
ou externa e formulada como expressdo matematica usada para o célculo da
concentragao do analito a ser determinado na amostra real. A equacéo 1 da reta que

relaciona as duas variaveis € (INMETRO, 2011):

Equacéo 1

y =a + bx

Onde:

y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
X = concentragao;

a = interse¢ao com 0 eixo y;

b = inclinacdo da curva analitica = sensibilidade.

A linearidade avaliada é a capacidade de uma metodologia analitica de gerar
resultados proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro da faixa
especificada (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004).
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A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados
em funcdo da concentracdo do analito ou entdo calculados a partir da equacao da
regressao linear, determinada pelo método dos minimos quadrados. O coeficiente
de correlagéo linear (r) é freqliientemente usado para indicar o quanto pode ser
considerado adequada a reta como modelo matematico. A ANVISA recomenda um
coeficiente de correlacdo igual a 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90 (RIBANI
et al., 2004).

Em geral, serdo necessarios varios niveis de concentragdo, no minimo cinco,
para construir a curva analitica. O numero de replicatas em cada nivel de
concentragdo deve ser o mais proximo possivel daguele empregado na rotina do
laboratorio (INMETRO, 2011).

3.11.2 Sensibilidade

A sensibilidade pode ser expressa pela inclinacdo da curva de regresséo
linear de calibracdo e é determinada simultaneamente aos testes de linearidade
(CALDAS, 2009).

De acordo com Lancas, 2004b, quanto maior o angulo de inclinacao da reta,
mais sensivel sera o0 método. A sensibilidade depende da natureza do analito e da
técnica da deteccdo empregada (INMETRO, 2011).

3.11.3 Limite de detecc¢ao e quantificacao

Quando séao realizados medidas em amostras com baixos niveis de analito ou

de uma propriedade, como por exemplo, analise de tracos, é importante saber qual o
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menor valor de concentracdo do analito ou da propriedade que pode ser detectado
pelo método (INMETRO, 2011).

O Limite de Deteccdo (LOD, do inglés Limit of Detection) e o Limite de
Quantificacdo (LOQ, do inglés Limit of Quantification) referem-se a menor
concentracdo de um analito contido em uma amostra que possa ser detectado e
quantificado, em condicbes aceitaveis de exatiddo e precisdo, e podem ser

expressos em percentual ou em unidade de concentracao (ANVISA, 2003).

De acordo com Ribani e colaboradores, 2004, o LOD e o LOQ podem ser
estimados por diferentes meios, um deles € pelo método de relacdo sinal/ruido,
outro é pelo desvio padrao e também processos estatisticos.

A razéo sinal/ruido com valor 3 e 10 é geralmente considerada aceitavel para
estimar o LOD e o LOQ. O método relacdo sinal/ruido € o mais utilizado para
técnicas analiticas em geral, sendo que pode ser aplicado apenas para
procedimentos analiticos que apresentam o sinal do ruido da linha de base (RIBANI
et al., 2004; LANCAS, 2004b).

3.11.4 Precisao

A precisdo de um método analitico € uma medida que determina o quéo
préximo os resultados estdo uns dos outros, ou seja, € o grau de concordancia entre
os resultados de cada teste quando aplicado repetidamente a varias amostragens de
uma mesma amostra, e é geralmente expressa como desvio padrao relativo (RSD,
do inglés Relative Standard Deviation), variancia ou coeficiente de variacdo (CV,
usualmente expresso em %) de diversas medidas (ANVISA, 2003; INMETRO 2011).
Sendo aceitaveis valores menores ou iguais a 20% para analise de residuos
(RIBANI, 2004).
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A precisao pode ser calculada utilizando a equacao 2 (INMETRO, 2011):

Equacéao 2

RSD = x 100

Xm

Onde:
S = Estimativa do desvio padréo;

Xm = Média aritmética das replicatas.

Este parametro é importante, pois possibilita determinar se o método analitico

é confiavel ou ndo para o objetivo da analise.

3.11.5 Exatidao

A exatiddo/recuperacdo de um método analitico € a proximidade dos
resultados obtidos pelo método em estudo em relagdo ao valor esperado
(INMETRO, 2011).

A exatiddo de um meétodo deve ser avaliada depois de estabelecer a
linearidade, o intervalo linear e a especificidade do mesmo. Para isso, deve ser
verificada a partir de nove determinagdes (no minimo), que contemplem o intervalo
linear do procedimento. Sendo assim, trés concentragfes, proximo ao limite de
quantificacdo, proximo a concentracdo maxima permissivel e em uma concentracao
proxima a média da faixa de uso do método, com trés réplicas cada. A exatidao é
representada pela relacdo entre a concentragdo meédia determinada

experimentalmente e a concentracao tedrica correspondente (ANVISA, 2003).
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A exatidao/recuperagédo pode ser calculada de acordo com a equagao 3.
(INMETRO, 2011):

Equacédo 3

Recuperacéo (%)= ( % ) x 100
3

Em que:
C1 = concentragao do analito na amostra fortificada;
C, = concentragao do analito na amostra nao fortificada;

C3 = concentragao do analito adicionada a amostra fortificada.

O intervalo aceitavel de recuperacdo para andlise de residuos geralmente
esta entre 70 e 120%, com precisédo de até + 20% (SANCO, 2011).

3.11.6 Seletividade e confirmacao dos resultados

A seletividade de um método analitico € uma dos parametros que garantem a

credibilidade das medidas na presenca de interferentes.

Os interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a magnitude do efeito
também pode depender da concentracdo. Onde ndo esta claro o que € ou nao
interferéncia, a seletividade do método pode ser investigada pelo estudo de sua
habilidade em medir o analito comparando com outras técnicas/métodos
independentes (RIBANI, 2004; INMETRO, 2011).
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4. MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental consistiu na validacdo do método para
determinar residuos de agrotdoxicos e farmacos em aguas superficiais e de
abastecimento publico empregando a SPE para extragdo e pré-concentracado das
amostras, e UHPLC-MS/MS e GC-MS para a determinagcdo dos compostos.

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Andlise de Residuos e
Contaminantes Organicos (LARCO), da Escola de Quimica e Alimentos (EQA), na
Universidade Federal do Rio Grande (FURG) campus Santo Antonio da Patrulha e
no Laboratério de Analise de Residuos de Pesticidas (LARP) da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM).

4.1 Compostos selecionados para o estudo

Para este estudo foram selecionados cinco farmacos, que foram: diclofenaco
(antiflamatdrio), atenolol (B-bloqueador), cafeina (alcaldide), prednisona (corticdide)
e fluoxetina (antidepressivo). E onze agrotoxicos que foram: os fungicidas
epoxiclonazol, piraclostrobina e tebuconazol; os herbicidas atrazina, diuron,
imazetapir e propanil e os inseticidas Aldrin, dieldrin, carbofurano e fipronil. A
escolha dos farmacos baseou-se em uma pesquisa feita nas redes de farmacias do
municipio sendo estes os farmacos que compdem a lista dos mais vendidos nas
drogarias e os agrotoxicos os mais utilizados nas lavouras pelos agricultores do

municipio de Santo Antonio da Patrulha-RS. Com excecdo do Aldrin e do Dieldrin
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gue estdo proibidos e fazem parte de um grupo de compostos organicos

persistentes que foram muito utilizados nas lavouras desta regiao.

4.2

Instrumentacgao

Balanca Analitica de precisdo modelo FA 2104N, Bioprecisa;
Bomba de vacuo Tecnal TE-058 (Piracicaba, SP, Brasil);

Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (100 — 1000 uL)
(Labmate, Pol6nia; Digipet);

Sistema de filtracdo em membrana Phenomenex;

Sistema de Purificacdo de agua Milli-Q Direct-Q UV3® Millipore (Millipore,
Bedford, MA, USA);

Sistema manifold para SPE Phenomenex (Torrance, CA, USA) para a pré-
concentracdo simultanea de até 12 amostras;

Ultra-som Quimis® modelo Q335D (Diadema, SP, Brasil);

pHmetro modelo pH21 Hanna — eletrodo de vidro combinado com BNC (S&o
Paulo, Brasil);

Sistema UHPLC-MS/MS equipado com:
- Cromatdégrafo liquido Waters (EUA);

- Coluna analitica ACQUITY UPLC BEH C18 1,7 um — 2,1 x 50 mm Waters
(EUA);

- Detector MS do tipo Triplo Quadrupolo, modelo Xevo TQ (EUA);
- Interface/Fonte de ionizacdo por eletronebulizacédo (EUA);
- Gerador de nitrogénio Atlas (EUA);

- Sistema de aquisicdo de dados atraves do software Masslynx 4.1 (Waters,
EUA).

Sistema GC-MS:
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- Cromatégrafo a gas Varian 1200-MS;
- Amostrador automatico CP 8400 (Varian, EUA);

- Coluna capilar VF-5-MS (5% fenil 95% metilpolisiloxano), com 30 m x 0,25
mm; 0,25 um de espessura de filme;

- Cromatografo a gas GC - 431 (Varian, EUA);

- Detector de massas 210 MS do tipo armadilha de ions (ITD, do inglés lon
Trap Detector) (Varian, EUA);

- Injetor 1177;

- Sistema de aquisicdo de dados através do software MS Workstation 6.9.2
(Varian, EUA).

Materiais, reagentes e solventes

Agua ultrapura, purificada em sistema Direct-Qs® Millipore (resistividade 18,2
MQ cm);

Metanol e acetonitrila, grau HPLC (J.T Baker, Mallinckrodt, NJ, USA);
Gés Hélio 99,99 % (White Matrtins, Brasil);
Gas Nitrogénio 99,99% de pureza (White Martins, Brasil);

Cartuchos para SPE Strata® X, Chromabond C18 eC (Macherey-Nagel,
Alemanhad);

Detergente Extran® neutro (Merck, Brasil);

Membrana filtrante de nylon 0,45 pm de diametro de poro e 47 mm de diametro
(Millipore, SP, Brasil) utilizadas para filtragdo da fase mével,
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« Membrana filtrante de acetato de celulose 0,45 um de diametro de poro,
Sartorius (Biolab products, Goettingen, Alemanha) utilizadas para filtracdo das

amostras de aguas;

» Frascos de vidro ambar, capacidade de 10 e 50 mL;
» Frascos de vidro (vial), capacidade de 2,0 mL;

» Vidraria comum de rotina (baldes volumétricos, pipetas volumétricas, béquer,
etc...).

« Acido férmico p.a. 98 - 100% (Merck, Brasil);

« Padrbes solidos dos agrotoxicos e farmacos: Epoxiconazol (Dr. Ehrenstorfer ,
98,5%), Piraclostrobina (Sigma Aldrich, 99,9%), Tebuconazol (Sigma Aldrich,
99,6%), Atrazina (Sigma Aldrich, 97,4%), Diuron (Sigma Aldrich, 99,5%),
Imazetapir (Sigma Aldrich, 99,9%), Propanil (Sigma Aldrich, 99,7%),
Carbofurano (Sigma Aldrich, 99,9%), Fipronil (Sigma Aldrich, 97,6%), Aldrin
(Sigma Aldrich, 98,9%), Dieldrin (Supelco, 99,2%), Atenolol (Fiocruz, USP, cat.
04440), Cafeina (Fiocruz, USP, lote 2015), Diclofenaco (Fiocruz, USP, cat.
18880), Fluoxetina (Fiocruz, USP, cat. 2798c), Prednisona (Fiocruz, USP, cat.
55900).

4.4 Preparo das solucfes analiticas

As solucdes analiticas estoque, contendo 1000 mg L™ de cada composto
foram preparadas em metanol grau HPLC partindo da dissolucédo do padréo solido,

armazenado em frasco ambar e estocado a — 5 °C em freezer.

A partir dos padrdes foi preparada uma solucdo estoque, contendo todos o0s

compostos, na concentracdo de 10 mg Lt
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Esta solugéo foi utilizada para preparar as diluicbes as quais foram usadas

para otimizar a metodologia.

4.5 Amostra branco

A amostra de agua utilizada para a validacdo do método foi coletada na
Nascente do Rio dos Sinos, Figura 6. Aproximando-se mais das amostras reais do

experimento e apresentando resposta semelhante no equipamento.

Esta amostra de agua coletada na nascente do rio conforme Figura 6 foi
analisada inicialmente (em branco, sem a adi¢cdo dos compostos) para verificacao da

possivel presenca de algum composto em estudo.

A amostra foi coletada na cachoeira antes de chegar na nascente Figura 7,

por causa da dificuldade de acesso ao local.

Foram coletados 20 litros de agua, armazenados em bombonas escuras em

geladeira. As extragdes foram realizadas com um volume de 200 mL de amostra.
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Figura 6: Cachoeira antes de chegar a Nascente (Ima gem: arquivo pessoal).

Figura 7: Nascente do Rio dos Sinos (Imagem: arquiv o pessoal).

4.6 Estudo da extracdo em fase solida

Através de um planejamento prévio, foram selecionadas e avaliadas
condicbes dos solventes de eluicdo, escolha do sorvente para a extracdo dos

analitos e ajustes de pH da amostra.

No sistema de extracdo em fase solida (SPE) é utilizado um manifold. Este

sistema é composto por uma caixa de vacuo com espaco para trabalhar com 12
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cartuchos para SPE simultaneamente (Figura 8). O manifold é conveniente quando é

necessario pré-concentrar um nimero consideravel de amostras.

As amostras foram colocadas em balGes volumétricos de 200 mL foram
transferidas para cartuchos de SPE contendo 500 mg de fase estacionaria,
acomodados em tubos do tipo seringa com capacidade de 3 mL, com tamanho
médio das particulas de 33 um, através de tubulacGes de politetrafluoretileno
(PTFE). A transferéncia ocorreu a uma vaz&o na ordem de 3,0 mL min™ por succéo
em funcdo do vacuo aplicado ao sistema, controlado para cada cartucho através de
uma valvula.

Figura 8: Sistema de extracdo em fase soélida em fun cionamento, com utilizacdo de um
manifold (Imagem do arquivo pessoal).
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Os cartuchos de extragcdo em fase solida sdo comercializados em variados
volumes. Esses cartuchos sdo empacotados com diferentes quantidades e tipos de
adsorventes.

Na escolha do sorvente deve ser considerada a informacgédo a respeito dos
analitos de interesse, a natureza da matriz e das impurezas a serem eliminadas, o
volume de amostra a ser extraida e a massa do composto de interesse presente na
amostra (LANCAS, 2004a).

A pré-concentragdo dos analitos foi avaliada em 2 diferentes adsorventes
sendo eles:

e Chromabond C18, contendo 500 mg do sorvente, tamanho meédio das

particulas de 45 ym e tamanho médio dos poros de 60 A, em tubos de 3 mL,

e Strata-X, contendo 500 mg do sorvente, tamanho médio das particulas de 33

um, tamanho médios dos poros 85 A, em tubos de 3 mL.

Os solventes testados para eluicdo dos compostos foram metanol, acetonitrila
e uma mistura de metanol e acetonitrila 1:1. Os volumes testados foram 1 mL e 2
mL e com ajuste de pH 3 e sem ajuste. As fortificacbes foram realizadas para uma
concentracdo no extrato de 20 pg L™ para os compostos analisados no UHPLC e
500 ug L™ para os compostos analisados no GC.

4.7 Otimizacao das condi¢Oes de detec¢cdo por UHPLC- MS/MS e GC-MS

A otimizacdo do sistema cromatografico foi realizada utlizando a
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS) e
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada & Espectrometria de Massas em
série (UHPLC-MS/MS).
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As condicdes empregadas em ambos espectrOmetros de massas foram

previamente definidos pelo laboratério.

A otimizacdo para o UHPLC-MS/MS iniciou com a selecdo dos compostos
através do Quanpedia®, o qual é um banco de dados contendo 0s compostos e 0s
dados referentes a eles, como ion precursor e produto, energia de colisédo e energia

do cone.

Apés a organizagdo dos dados através do Quanpedia, foi injetada uma
solucdo de 20 pg L' contendo os farmacos e agrotoxicos estudados, a fim de
averiguar a intensidade do sinal e o tempo de retencdo dos analitos.

Os solventes para a fase movel (FM) foram o solvente A e o solvente B. A
solucdo do solvente A foi preparado com 98% de agua e 2% metanol, contendo
0,1% de acido formico e a solucdo do solvente B, foi preparada com metanol e 0,1%
de &cido formico. A curva analitica para o UHPLC-MS/MS foi preparada com
solugdes contendo todos os compostos do estudo em metanol nos seguintes niveis
0,5;1,0; 2,0; 5,0; 10,0, e 20,0 pg L.

Na otimizacao para o GC-MS foi utilizada o banco de dados para o composto
Aldrin. Para o Dieldrin, foi injetada uma solugédo com o padréo na concentracédo de
1000 pg L™, para verificar o tempo de retencdo e a intensidade do sinal. A

temperatura do forno e temperatura da fonte foram definidas.

O gas hélio foi usado como gas de arraste no sistema e a coluna utilizada foi
a capilar VF-5-MS (5% fenil 95% metilpolisiloxano), com 30 m x 0,25 mm; 0,25 um
de espessura de filme.

A curva analitica para o GC-MS foi preparada com solu¢des contendo os
compostos do estudo em metanol nos seguintes niveis 50; 100, 200, 500, 750 e
1000 pg L™
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4.8 Estudo do efeito matriz

A avaliacdo do efeito matriz é importante devido a co-eluicdo de componentes
que se encontram na matriz (RIZZETI, 2013), principalmente em amostras
complexas (LANCAS, 2004b) como a agua. Esse efeito € conhecido por um

aumento ou uma supressao do sinal do analito (LEHOTAY et al., 2010).

Existem varias formas de calcular o efeito matriz, uma delas é pela curva
analitica preparada pela fortificacdo com os padrées no extrato da matriz (ERNEY,
1997; PINHO, 2010). A outra forma é pelas areas obtidas numa determinada
concentracéo preparada no extrato da matriz e no solvente (PIZZUTI et al., 2009).

Neste trabalho para avaliacdo do efeito matriz utilizou-se a comparacéao entre
as areas obtidas das solucdes analiticas no solvente e a preparada no extrato da

matriz. Para realizacdo do calculo foi utilizado a Equacédo 4 (PIZZUTTI et al., 2009).

O efeito matriz foi calculado para cada composto na concentracdo de 20
ug L™ para o UHPLC-MS e 500 pg L™ para o GC-MS.

Equacgéo 4

Efeito Matriz (%) = X1 — Xz x 100
X2

Onde:

X1 = Média das areas da solucéo analitica de cada composto avaliado preparado no
extrato da matriz, em uma determinada concentracao;

X, = Média das areas da solucédo analitica de cada composto avaliado, preparada

em solvente, em uma determinada concentracao.
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4.9 Aplicacdo do método

As amostras para a aplicacdo do método foram coletadas no curso do rio na
zona rural e urbana, conforme Figura 9 e 10, a outra amostra foi coletada na lagoa

localizada no Municipio de Santo Anténio da Patrulha de acordo com a Figura 11.

Na Lagoa foram marcados cinco pontos de coleta em seu entorno. Como a
Lagoa é um sistema de agua fechado, esses pontos foram marcados para se obter
uma amostra mais préxima do real da localidade. Depois de coletados nos cincos
pontos, as amostras foram misturadas em propor¢des iguais. Uma amostra do ponto
do camping foi realizada a extracdo separadamente para identificar os niveis de

contaminacao na area de lazer da regiéo.

As localidades e suas amostras foram identificadas conforme a Tabela 6.

Tabela 6: Identificacéo das localidades de coletas das amostras para a aplicacao do método.

Localidades Identificacao
Lagoa Camping Al
Cinco pontos A2
. Zona Rural A3
Rio
Zona Urbana A4
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Figura 9: Ponto de coleta da amostra na zona rural. (Imagem:
http://goo.gl/maps/fuB5w. Logitude:-29.771693; Lati  tude: -50.517154)

Figura 10: Ponto de coleta na zona urbana. (Imagem: http://goo.gl/maps/OGioc
Longitude: -29.759083; Latitude: -51.15043)
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Figura 11: Coleta da amostra na lagoa. (Imagem: ht tp:/goo.gl/maps/LMwjz .
Longitude: -29.920721; Latitude: -50.374031)

5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1 Otimizacéao do sistema cromatografico

5.1.1 UHPLC- MS/MS

Para otimizacdo das condicbes cromatograficas foram utilizados dois
solventes para a fase movel, o solvente A e o solvente B. A solug&o do solvente A foi
preparado com 98% de agua e 2% metanol, contendo 0,1% de &cido férmico e a
solucdo do solvente B, foi preparada com metanol e 0,1% de acido férmico. A
escolha do aditivo acido férmico na fase mével gera melhor intensidade e resposta

reprodutivel. A eluicdo foi modo de gradiente (Tabela 7) com um fluxo programado
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resultando num tempo de execugao 10 min., temperatura da coluna 40 °C, volume

de injecao foi de 10 uL e uma vazao de 0,225 mL min™.

Tabela 7: Gradiente da fase moével utilizado no UHPL C.

Tempo (min) A (%) B (%)
Inicial 95 50
0,25 95 5,0
7,75 0,0 100
8,50 0,0 100
8,51 95 5,0
10,00 95 5,0

Os parametros empregados para o espectrometro de massas foram:
» Temperatura de dessolvatacdo: 500 C;
e Temperatura da Fonte: 150 T,
e Capilar: 2,0 kV
« Vazdo do gas: 600 L h;
« Vazao do cone: 80 L h;

« Vazdo gas colisdo (argdnio): 0,15 mL min™.

Os dados obtidos pelo Quanpedia® foram confirmados através da infusdo da
solucéo contendo uma mistura de farmacos e agrotoxicos a uma concentracao de 20
ug L™ conforme resultados da Tabela 8 que consta a energia de coliséo e m/z. A m/z
estd representada com uma casa decimal, pois no software as massas sao

programadas com uma casa decimal pelo centro do sinal, mas o equipamento € de
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resolucdo unitaria, portanto as mesmas devem ser interpretadas como ndmeros

inteiros.

Tabela 8: Farmacos e agrotoxicos com os tempos de r  etencdo, ions precursores, ions produto
e energia de coliséo.

12 Transicao 22 Transicao

Quantificacao Quantificacdo
Composto E?nin) fon fon Eer:ergla fon fon Eng;gla

Precursor | Produto colisio Precursor | Produto colisio

(m/z) (m/z) (ev) (m/z) (m/z) (ev)
Atenolol 1,90 267,0 145,0 25 267,0 190,0 25
Cafeina 2,70 195,3 110,0 20 195,3 138,0 20
Imazetapir 4,41 290,2 159,1 38 290,2 245,2 18
Carbofurano 4,71 222,1 123,0 16 222,1 165,1 16
Prednisona 4,90 403,3 327,2 14 403,3 357,2 09
Atrazina 5,25 216,1 96,1 23 216,1 174,1 18
Diuron 5,39 233,0 46,3 14 233,0 72,1 18
Fluoxetina 5,58 310,4 43,4 10 310,4 148,8 09
Propanil 5,80 2179 127,0 22 2179 161,9 16
Epoxiconazol 6,26 330,0 101,0 50 330,0 121,0 22
Fipronil 6,45 435,3 250,1 26 435,3 330,2 16
Diclofenaco 6,52 293,6 250,2 10 293,6 214,0 25
Tebuconazol 6,60 308,0 70,1 22 308,0 125,0 40
Piraclostrobina | 6,80 388,1 163,0 25 388,1 193,9 12

Nas Figuras 12 e 13 podem ser visualizados os cromatogramas obtidos para
0s compostos quantificados, preparados no extrato da matriz e no solvente, na
concentracéo de 20 pg L™ e no Anexo 1.
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Figura 12: Cromatograma UHPLC na concentracdo de 20  pg L™ na matriz.
Cafeina
Atenolol Carbofurano
Atrazina
Imazetapir i o
Diuron Propanil . Fipronil
A EPOXKIOWI /NTebaconazol ) b
Piraclostrobina
1.80 2.00 220 240 260 230 3.00 320 340 3.60 3.80 4.00 420 4.40 460 4.80 5.00 5.20 540 5.60 5.80 6.00 6.2C 6.40 660 6.80 7.00

Figura 13: Cromatograma UHPLC concentragdo 20 pg L

" no solvente.
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5.1.2 GC-MS

Para otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas foi utilizado Gas hélio
analitico 99,9997% usado como gas de arraste no sistema GC-MS (Air Products,
Brasil). As Tabelas 9 e 10 apresentam as condi¢Oes utilizadas no sistema

cromatografico.

Tabela 9: Condicdes utilizadas no sistema cromatogr  afico GC-MS.

Parametros GC-MS
Coluna analitica VF-5-MS
Tempo de delay Full scan: 7 min

Temperatura do injetor 280 C

Programagao de temperatura do gy o~ (1 miny /20 C min "/ 280 C (1 min)
forno da coluna

Tempo total da corrida 12 min
Volume de injecao 2 uL (splitless)
Temperatura ga I_mha de 250 C
transferéncia
Temperatura do manifold 80 C
Temperatura do trap 200 €
Fonte de ionizacao El (70 eV)

Tabela 10: Compostos analisados no GC-MS, tempo de  retencdo e razdo massa/carga.

c . tr Menor massa Maior massa
omposio (min) (m/2) (m/2)
Aldrin 9,4 263 293

Dieldrin 10,5 263 277




72

Na Figura 14 pode ser visualizado o cromatograma obtido para os compostos

quantificados, preparados no extrato da matriz, na concentracdo de 500 pg L™.

kCounts

50+
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8 g 10 11

minutes

Figura 14: Cromatograma GC-MS, 500 ug L t preparada no extrato da matriz.
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5.2 Otimizagdo do método SPE para analise de residuo s de farmacos e

agrotoxicos em agua

O procedimento de extragdo dos compostos em agua foi otimizado
condicionando os cartuchos C18 com 3 mL de metanol e 3 mL de agua ultrapura e

um volume de amostra de 200 mL.

A amostra foi percolada através do cartucho com uma vazéo de 3 mL min™ e
realizada a etapa de clean up, com agua ultra pura, ao final da percolacédo. Na etapa
de eluicdo, foram utilizados para os compostos que foram analisados no UHPLC,
uma mistura de metanol e acetonitrila (1:1) com volume final de 2 mL e diluido na
proporcao de 1:4 (v.v). Para os compostos que foram analisados no GC-MS, foi
utilizado acetonitrila com volume final de 2 mL. A Tabela 11 apresenta os resultados
dos testes citados no item 4.6.

O adsorvente, octadecil - C18, apresentou melhor resultado (Tabela 10) que o
polimero Strata-X. O cartucho com sorvente C18 oferece forte retencéo hidrofobica
com interacdes polares de grupos silandis ativos, oferecendo possiveis lugares para
as interacOes apolares. O cartucho Strata-X, contendo N-vinilpirrolidona, oferece
varios modos de retencdo como ligacdo de hidrogénio, dipolo-dipolo e interacdes
hidrofobicas. Desta forma, o Strata-X aumenta a capacidade de reter uma variedade
de compostos polares e apolares (DONATO et al., 2012), podendo ficar retido as

impurezas que deveriam ser eliminadas.

A utilizacdo de meio acido ndo apresentou bom resultado, isto provavelmente
acontece porque a maioria dos compostos selecionados tem carater basico, com
excecdo para 0s compostos imazetapir, atenolol e fluoxetina que apresentaram
recuperacfes melhores em meio acido e em cartucho Strata-X. Desta forma, foram
selecionados cartucho com sorvente C18 sem acidificar para validacdo do método,
conforme a Tabela 11 encontra-se destacados os melhores resultados com o

respectivo sorvente, solvente de elui¢do, volume de eluicdo e sem ajuste de pH.



Tabela 11: Resultados obtidos dos testes realizados

na SPE.
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Cartucho pH  Eluigo1mL  Aldrin  Dieldrin Atenolol Diclofenaco Fluoxetina Prednisone Atrazina Propanil Carbofuran Diuron Imazetapir Tebuconazol Epoxiconazol Piraclostrobina Fipronil
C18 pH3  MeOH 5% 12% 53% 51% 5% 56% 4% 49% 55% 69% 62% 29% 75% 69% %
C18 —  MeOH 1% 21% 67% 1% 15% 20% 75% 45% 64% 72% 28% 4% 54% 29% 1%
C18 pH3  ACN 8% 46% 10% 19% 3% 56% 51% 35% 12% 79% 22% 2% 22% 51% 45%
C18 — ACN 0% 52% 17% 0% 29% 4% 64% 52% 15% 48% 1% 3% 45% 22% 29%
C18 pH3  ACNMeOH(1:1) 1% 59% 20% 13% 4% 62% 67% 65% 45% 49% 35% 21% 19% 55% 4%
C18 —  ACNMeOH (1:1)  23% 64% 91% 67% 8% 51% 69% 59% 69% 59% 53% % 20% 69% 55%
STRATA-X pH3  MeOH 0% 35% 4% 6% 2% 61% 58% 38% 4% 47% 51% 55% 2% 0% %
STRATAX —  MeOH 0% 15% 63% 28% 5% 49% 49% 13% 19% 20% 1% 36% 1% 2% 17%
STRATA-X pH3  ACN 0% 21% 16% 5% 53% 65% 47% 2% 42% 48% 2% 26% 14% 64% 51%
STRATAX —  ACN 0% 1% 51% 3% 0% 1% 36% 8% 12% % 10% 69% 58% 19% 1%
STRATA-X pH3  ACNMeOH (1) 0% 0% 12% 30% 49% 35% 51% 33% 52% 17% 5% 23% 16% % 20%
STRATAX —  ACNMeOH (1) 0% 0% 78% 5% 18% 53% 39% 15% 19% 12% 4% 12% 32% 33% 6%

Cartucho pH  Eluigo2mL  Aldrin  Dieldrin Atenolol Diclofenaco Fluoxetina Prednisone Atrazina Propanil Carbofuran Diuron Imazetapir Tebuconazol Epoxiconazol Piraclostrobina  Fipronil
C18 pH3  MeOH 49% 66% 76% 107% 20% 106% 1% 56% 80% 119% 126% 75% 104% 119% 55%
C18 —  MeOH 45% 72% 66% 82% 36% 103% 101% 62% 64% 116% 43% 120% 174% 109% 33%
C18 pH3  ACN 19% 98% 29% 35% 58% 99% 60% 4% 25% 144% 4% 65% 167% 7% 14%
C18 — ACN 75% 116% 64% 26% 7% 43% 84% 67% 29% 80% 6% 107% 20% 20% 1%
C18 pH3  ACNMeOH(1:1) 1% 65% 20% 125% 1% 82% 3% 62% 73% 103% 86% 7% 159% 2% 43%
C18 —  ACN/MeOH(L:1) 38% 67% 107% 105% 43% 121% 105% 68% 115% 96% 118% 101% 119% 110% 66%
STRATA-X pH3  MeOH 0% 1% % 6% 116% 128% 87% 38% 55% 93% 69% 55% 26% 1% 59%
STRATA-X —  MeOH 0% 25% 63% 28% 65% 1% 53% 13% 20% 29% 3% 66% % 2% 19%
STRATA-X pH3  ACNMeOH (1) 8% 35% 12% 130% 109% 115% 69% 93% 52% 173% 59% 33% 16% 146% 50%
STRATA-X  —  ACNMeOH(1:1)  13% 7% 8% 5% 48% 92% 61% 26% 19% 2% 47% 162% 93% 33% 6%
STRATA-X pH3  ACN 1% 79% 61% 2% 147% 43% 0% 9% % 13% 13% 49% 29% 6% 3%
STRATA-X —  ACN 6% 53% 91% 17% 107% 56% 38% 12% 8% 30% 3% 43% 38% 18% 13%
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5.3 Limites de deteccédo e quantificacdo, curva anal itica e linearidade

Os limites de deteccéo e limites de quantificacdo foram determinadas a partir
de amostras de agua potavel, como a quantidade minima detectavel de analito com
uma relacéo sinal-ruido de 3 e 10, respectivamente. Ao utilizar SPE, o fator de pré-
concentracéo foi de 100 vezes para o0 GC e 20 vezes para o UHPLC. Os valores de
LOQs do método variaram no intervalo de 0,025 até 0,25 pg L™ no UHPLC e para p
GC ficou em 0,5 pg L™. Os LODs do método variaram entre 0,01 e 0,08 ug L™ para o
UHPLC e 0,17 pg L™ para o GC.

Para avaliacdo da faixa linear e linearidade, curvas analiticas utilizando o
método de superposi¢cdo da matriz foram feitas. As curvas foram geradas utilizando
andlise de regressao linear apresentaram valores de R? > 0,9, conforme Tabela 12.
A faixa linear variou 0,5-20 pg L™ para o atenolol e cafeina, 1,0-20 pg L™ para o
fipronil e imazetapir, 2,0-20 pg L' para a atrazina, carbofurano, propanil e
epoxiclonazol, 5,0-20 pug L' para o diclofenaco, diuron, piraclostrobina e
tebuconazol, 50-500 pg L™ para o aldrin e dieldrin, conforme a Tabela 13.



Tabela 12: Coeficiente de correcdo e curva linear n

0 solvente e na matriz.

Composto Curva analitica no solvente Curva analitica na matriz

Atenolol y = 1245,1x + 358,52 y =1111,9x - 682,63
R2=0,9901 R2 = 0,984

Diclofenaco y = 39,332x + 10,225 y = 42,959x - 24,376
R2=0,9903 R2 = 0,9868

Prednisona y =43,616x - 11,824 y = 53,104x - 40,387
R2=0,997 R2=0,9917

Cafeina y =961,47x + 33,957 y = 976,41x + 814,99
R2 =0,9992 R2 = 0,9918

Aldrin + Dieldrin y =159,12x + 6359.8 y =29,122x + 74714
R2 = 0,957 R? = 0,9166

Atrazina y = 396,86x - 294,81 y = 261,86x - 256,24
R2=0,9974 R2 = 0,9845

Carbofurano y = 166,57x + 219,39 y = 143,28x - 188,89
R2=0,9986 R2 =0,9728

Diuron y =17,368x - 30,93 y = 4,8833x - 2,3347
R2=0,9335 R2 = 0,9935

Epoxiclonazole y =182,74x + 168,47 y =152,39x - 96,15
R2=0,9993 R2 = 0,9882

Fipronil y =79,592x + 39,77 y = 118,56x + 22,292
R2 =0,9984 R2 = 0,9984

Imazetapir y =425,22x + 31,501 y = 397,13x - 243,28
R2=0,9943 R2=0,9773

Piraclostrobina y =22,853x - 26,363 y = 26,45x - 54,09

R2=0,9782 R2 = 0,9837

Propanil y=111,36x - 72,662 y =92,298x - 116,57
R2 =0,9935 R2 = 0,991

Tebuconazole

y =117,79x - 53,042

R2=0,9961

y = 75,832x - 83,99

R2=0,9436

76
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Tabela 13: LOD e LOQ do instrumento e para o método e faixa linear.

Instrumelnto Métodlo Faixa

Composto (Mg L) (Mg L) Linear
LOD | LOQ | LOD | LOQ | (ugL™

Atenolol 0,1 0,5 0,03 | 0,05 1-20
Diclofenaco 0,1 0,5 0,01 | 0,025 0,5-20
Prednisona 0,1 0,5 0,03 0,1 2,0-20
Cafeina 0,1 0,5 0,01 | 0,025 | 0,5 -20
Aldrin + Dieldrin 10 50 0,17 0,5 |50-750
Atrazina 0,1 0,5 0,03 0,1 2,0-20
Carbofurano 0,1 0,5 0,03 0,1 2,0-20
Diuron 0,1 0,5 0,08 | 025 | 50-20
Epoxiclonazole 0,1 0,5 0,03 0,1 2,0-20
Fipronil 0,1 0,5 0,02 | 0,05 | 1,0-20
Imazetapir 0,1 0,5 0,01 | 0,025 | 0,5-20
Piraclostrobina 0,1 0,5 0,08 | 025 | 50-20
Propanil 0,1 0,5 0,03 0,1 2,0-20
Tebuconazole 0,1 0,5 0,08 | 025 | 50-20

5.4 Exatidao e precisao

Para avaliar a exatidao e a precisdo do método foram fortificados os extratos
da matriz e no solvente nas concentracées de 0,5 a 20 pg L™ para o0 UHPLC-MS/MS
e nos niveis de 50 a 1000 pg L™ para o GC-MS.

Para realizar as fortificacbes no extrato da matriz, realizou-se toda o
procedimento de SPE no branco da matriz e foi eluido com o solvente otimizado, o
material eluido foi fortificado nos niveis pré-estipulados, depois esse extrato
fortificado foi diluido 1:4 em agua ultrapura obtendo os niveis de 0,5 a 20 ug L™ para
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injetar no UHPLC. Para injetar no GC-MS, fortificou-se o extrato da matriz nas

concentracfes desejadas e injetou-as.

Esses niveis foram utilizados para o calculo da recuperacdo (R%) e o desvio
padrdo relativo (RSD). Cada nivel de curva foi preparado em triplicata e os extratos

foram injetados no sistema cromatografico em triplicata (n=9).

Para o procedimento de recuperacao, foram fortificadas as matrizes em seis
niveis, que apos a etapa de diluicdo para o UHPLC, apresentaram niveis de pré-
concentracdo de 0,5 a 20 pg L. Para o GC o procedimento de recuperacdo
procedeu-se da mesma forma sem a etapa de diluicdo, obtendo um extrato pre-
concentrado 100x nos niveis de 50 a 1000 pg L™,

O meétodo apresentou recuperacdes percentuais entre 70 e 120% conforme
esquematizado na Tabela 14 e no Anexo 2. Esses valores estdo dentro dos limites
recomendados pela literatura, alguns compostos para certos niveis nao
apresentaram uma boa recuperacao, que pode ser por causa do sorvente utilizado,

ou solvente de eluicéo.



Tabela 14: Resultados das recuperacdes (R %) obtid as e desvio padrdo relativo (RSD %).

i ificaca Recuperagao RSD
Composto Nivel de fort|1f|ca(;,ao perac
0,5 i} i
1 113,65 6,32
2 34,96 514
Atenolol
5 14,51 0,67
10 8,99 3,02
20 4,77 5,85
0,5 - -
1 - -
. 2 ) ]
Diclofenaco
5 110,56 6,42
10 121,08 1,97
20 119,39 5,29
0,5 R _
1 - -
i 2 105,7 13,94
Prednisona
5 80,1 17,71
10 94,2 3,58
20 92,7 3,07
0,5 116,08 4,66
1 117,93 1,51
i 2 93,24 1,51
Cafeina
5 87,57 1,28
10 89,77 0,97
20 78,38 8,62
50 114,27 4,26
100 117,83 3,04
82,86 1,94
Aldrin + Dieldrin 200
500 117,83 1,96
750 - )
1000 - )
0,5 - -
1 - -
i 2 114,48 20,79
Atrazina
5 108,69 9,87
10 119,45 9,11

20 124,49 6,85




0,5 - -
1 - -
2 75,74 18,80
Carbofurano
89,13 11,04
10 68,69 12,28
20 66,35 10,82
0,5 - -
1 - -
Diuron 2 ) )
5 88,97 20,16
10 98,82 20
20 125,84 15,45
0,5 - -
1 - -
. 2 118,82 19,79
Epoxiclonazole
5 113,44 18,04
10 132,44 7,58
20 126,07 3,80
0,5 - -
1 117,66 3,24
. . 2 116,21 19,41
Fipronil
5 82,37 12,93
10 72,42 17,31
20 92,93 12,99
0,5 - -
1 64,37 9,71
. 2 41,62 13,78
Imazetapir
5 14,6 8,60
10 11,81 7,00
20 8,19 4,20
0,5 - -
1 - -
. . 2 - -
Piraclostrobina
5 78,01 14,23
10 115,31 11,76
20 72,67 7,84
0,5 - -
Propanil 1 - -
2 116,83 19,54

80
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5 97,78 15,77

10 111,86 3,88

20 112,94 5,6

0,5 - -

1 - -
Tebuconazole 2 ) _

5 114,41 19,60

10 116,21 19,28

20 119,29 9,16

As solucdes analiticas foram preparadas no solvente e no extrato da matriz, o
que proporcionou a avaliacado do efeito matriz, que em alguns casos foi verificada o
aumento da intensidade do sinal quando a solucao foi preparada no extrato da
matriz. As solugcbes no solvente e na matriz foram preparadas em seis niveis de 0,5
a 20 ug Lt para os compostos analisados no UHPLC e entre 50 e 1000 ug L? para
os analisados no GC. As curvas, tanto no solvente quanto na matriz, apresentaram
valores de r entre 0,9 e 0,99 para os niveis, variando entre 0,5-20 pg L™ para o
Atenolol, 5,0-20 pg L™ para o diclofenaco, 0,5-20 pg L™ para a cafeina, 50-500 pg L™
para o aldrin e dieldrin, 2,0-20 pg L* para a atrazina, 2,0-20 pg L™ para o
carbofurano, 5,0-20 pg L™ para o diuron, 2,0-20 pg L™ para o epoxiclonazole, 1,0-20
nug L para o fipronil, 1,0-20 pg L* para o imazetapir, 5,0-20 pg L' para a

piraclostrobina, 2,0-20 pug L™ para o propanil e de 5,0-20 pg L™ para o tebuconazole.

Os compostos atenolol, fluoxetina e Iimazetapir mostraram resultados
inferiores a 60% de recuperacao. A fluoxetina ndo apresentou bom resultado com o
cartucho C18, de acordo com a tabela 1 o melhor cartucho para este composto seria
o Strata X. O atenolol e o imazetapir mostraram valores de recuperagdo muito
abaixo dos valores considerados para a validagdo, pode ser pelo efeito matriz,
originando picos néo definidos no cromatograma, ou pela falta de acidificacdo da

amostra.

A precisdo em termos de repetibilidade (RSD) do método foi avaliada

utilizando uma fortificacdo de 15 pg L™ preparada no extrato da matriz. Foram
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preparadas trés solu¢des da concentracdo mencionada e injetada em triplicata. Para
os compostos Aldrin e Dieldrin, foi utilizado fortificacdo feita na matriz de 350 ug L™.
Foram preparadas trés solucbes dessa concentracdo e cada uma injetada em

triplicata.

Os dados obtidos na Tabela 15 mostram que os valores de RSD foram inferior
a 20%, desta forma demonstrando a repetibilidade do método como visto na
literatura (LANCAS, 2004; RIBANI et al., 2004; SANCO, 2011).

Tabela 15: Repetibilidade do método apresentado pel  os valores de RSD.

Composto RSD (%)
Atenolol 8,6
Diclofenaco 6,9
Prednisona 12,9
Cafeina 15
Aldrin + Dieldrin 2,0
Atrazina 15,0
Carbofurano 19,2
Diuron 12,6
Epoxiclonazole 15,9
Fipronil 14,8
Imazetapir 12,7
Piraclostrobina 16,2
Propanil 13,4
Tebuconazole 19,9

5.5 Avaliacao do efeito da matriz
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O efeito matriz foi calculado para cada composto na concentracao de 20 ug L
! e 500 pg L™ para o Aldrin e Dieldrin, comparando as médias das areas no solvente
e na matriz. A comparacdo das areas possibilitou estimar a diferenca de
sensibilidade dos compostos quando na presenca de componentes co-extrativos na
matriz conforme a Tabela 16.

Tabela 16: Avaliacdo do efeito matriz.

Composto Efeito Matriz (%)
Atenolol - 7,46
Diclofenaco 12,97
Prednisona 24,78
Cafeina 09,77
Aldrin + Dieldrin - 75,42
Atrazina - 32,72
Carbofurano - 20,44
Diuron - 73,32
Epoxiclonazole -21,57
Fipronil 48,65
Imazetapir - 2,55
Piraclostrobina 10,11
Propanil - 19,32
Tebuconazole -33,81

Através da Figura 15 pode-se observar melhor os valores do efeito matriz
contidos na Tabela 16.
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Efeito Matriz (%)

60

m Efeito Matriz (%)

-100

Figura 15 : Percentual de efeito matriz (EM) para a técnica empregando SPE, UHPLC-MS/MS e
GC-MS para determinacao de farmacos e agrotoxicos e  m agua.

Com base nos resultados obtidos para os compostos diclofenaco, prednisona,
cafeina, fipronil e piraclostrobina observou-se aumento do sinal possivelmente pela
presenca de componentes que sao co-extraidos da matriz e competem com 0s
analitos no processo de ionizacao (RIZZETTI, 2013). Os compostos atenolol, aldrin,
dieldrin, atrazina, carbofurano, diuron, epoxiconazol, imazetapir, propanil e
tebuconazol, na comparacdo das areas apresentaram um sinal de supressao, para
alguns inferiores a — 20%. Para alguns compostos foram observadas variacdes
superiores e inferiores a 20%, de acordo com a literatura o efeito matriz ndo é
considerado significativo na faixa de - 20 a 20% (FERRER et al., 2011).
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Estes resultados salientam a importancia da curva analitica preparada no
extrato da matriz para a quantificacdo dos analitos, como forma de compensar o
efeito matriz. Na Figura 16 sdo apresentadas as comparacdes entre as areas,
elucidando a presenca do efeito matriz causado por enriquecimento e supresséao de
sinal na concentracéo de 20 pg L. No carbofurano observa-se o efeito matriz com a
supressédo do sinal. Para a piroclostrobina observa-se um enriquecimento menor que

20 % de efeito matriz.

4000
Carbofurano
3500
3000
L 2
2500
2000
1500
1000 ®
500
L 2
0
500 © 5 10 15 20 25
& Matriz Solvente
(1)
6000 ) .
Piraclostrobina
5000
L000
3000
2000 p
1000
0
0 5 10 15 20 25
-1000
+ Matriz Solvente

(@)
Figura 16: 1 - Curva analitica preparada no solvent e e no extrato da matriz para o carbofurano

mostrando supressédo do sinal. 2 - Curva analitica p  reparada no solvente e no extrato da matriz
para a piraclostrobina com concentracdo dentro dos 20%.
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5.6 Aplicabilidade do método

A aplicabilidade do método foi verificada na determinacdo de residuos de
agrotoxicos e farmacos em amostras de agua de rio e lagoa, conforme descrito no
item 4.8.

De acordo com a Tabela 17, foram encontrados residuos de cafeina nas
amostras A2, A3 e A4. O Aldrin e Dieldrin foram detectados nas amostras A2, A3 e

A4. Os demais compostos nao foram detectados.

Tabela 17: Resultados das amostras de dgua analisad  as.

Amostras

Compostos Concentraggo pg L™
Al A2 A3 A4
Diclofenaco n.d. n.d. n.d. n.d.
Prednisona n.d. n.d. n.d. n.d.
Cafeina n.d. 0,035 | 0,11 | 0,07
Atrazina n.d. n.d. n.d. n.d.
Carbofurano n.d. n.d. n.d. n.d.
Diuron n.d. n.d. n.d. n.d.
Epoxiclonazole nd. n.d. n.d. n.d.
Fipronil n.d. n.d. n.d. n.d.
Imazetapir n.d. n.d. n.d. n.d.
Piraclostrobina n.d. n.d. n.d. n.d.
Propanil n.d. n.d. nd. | nd.
Tebuconazole n.d. n.d. n.d. n.d.
Aldrin + Dieldrin | 0,67 187 | 1,25

n.d. = ndo detectado.
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Os resultados para a cafeina sdo esperados, pois é utilizada como marcador
da atividade humana (contaminacdo antropogénica) em aguas superficiais
(BECKER, 2012). Isto por que a principal via de entrada desse farmaco em aguas
superficiais € via excre¢do, ja que é um componente de variados medicamentos e
também é encontrado em alimentos como café, cha, chocolate, cacau, refrigerantes,
energéticos e outros.

Os compostos aldrin e dieldrin fazem parte dos POPs, agrotdéxicos muito
utilizado nas lavouras no passado e banido nos dias de hoje devido a sua
capacidade de bioacumulacado (CETESB, 2008). Os valores encontrados para esses
dois agrotéxicos podem estar relacionado ao seu uso no passado que se
acumularam no sedimento. Durante a coleta da amostra, o rio estava com nivel de
agua muito baixo, este fato pode ter proporcionado maior contato da agua com o
sedimento e assim tornando-0s suspensos na agua.

O método foi desenvolvido para verificar a presenca dos agrotoxicos e
farmacos. Por isso, 0s niveis estabelecidos no método n&o atendem a Portaria MS
N° 2914/2011, que estabelece o VMP de 0,03 uL™ para a soma do aldrin e dieldrin.
Usa-se 0 somatério de ambos, pois o aldrin € convertido em dieldrin sob a acao de
luz solar e bactérias (CETESB, 2008).
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6. CONCLUSOES

O método por SPE, com acetonitrila e metanol utilizando cartucho C18 e
posterior determinag¢do via UHPLC-MS/MS E GC-MS demonstrou eficacia para a
maioria dos compostos do estudo.

A utilizacdo de SPE para a extracao dos analitos de interesse apresentou ser
uma excelente técnica para extracdo em matrizes aguosas, permitiu preparo
simultaneo de até 12 amostras e possibilitou a extracdo e pré-concentracao,

utilizacdo de menor volume de solventes e gerando poucos residuos.

Os farmacos atenolol e fluoxetina e o agrotoxico imazetapir ndo apresentaram
bons resultados, sendo que a fluoxetina ndo pode ser extraida com o cartucho C18.
O farmaco atenolol e o agrotéxico imazetapir mostraram valores de recuperacao,

sendo esses muito abaixo dos valores considerados para a validacgéo.

A determinacdo dos contaminantes por UHPLC-MS/MS com ionizacdo por
eletronebulizacdo de modo de operacdo SRM e GC-MS com detector do tipo
armadilha de ions (ITD) proporcionou uma analise quantitativa dos compostos em
estudo, com alta sensibilidade, seletividade e detectabilidade.

Os compostos apresentaram LOQ entre 0,025 e 0,5 pg L' e LOD entre 0,01 e
0,17 ug L. Os valores de recuperacdo para os variados niveis de fortificacdo
variaram entre 70 a 120%, com excecédo dos compostos atenolol e imazetapir, que
mostraram recuperacdes abaixo dos valores de referéncia. Os RSDs variaram entre

0,6 e 20%, estando de acordo com os valores recomendados pela literatura.

A aplicacdo do método em amostras reais, proposto por este trabalho
apresentou eficiéncia em sua aplicabilidade, sendo que foram encontrados residuos
de farmaco e agrotdxico nas amostras analisadas. O farmaco cafeina e os
agrotoxicos aldrin e dieldrin foram encontrados nas amostras e os dois agrotoxicos

com valores acima dos VMPs.
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O método SPE vem ano apds ano facilitando e demonstrando sua eficiéncia e
aplicabilidade na extracdo de analitos para analise cromatografica. Neste trabalho
ficou comprovada essa aplicabilidade do método aliado ao UHPLC-MS/MS e ao GC-

MS para analise de contaminantes em amostras de agua.
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DESTINACAO DOS RESIDUOS GERADOS

Os residuos gerados durante o desenvolvimento deste trabalho, foram
coletados, rotulados e encaminhados ao Departamento de Quimica da FURG

campus Santo Antonio.

Os residuos liquidos foram acondicionados em frascos adequados separados
e identificados de acordo com o tipo de solvente, residuo de agrotoxico ou farmaco.

Os residuos solidos foram identificados e colocados em sacos plasticos.
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SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

v Monitorar a presenca de agrotoxicos e farmacos nas aguas do rio e da lagoa.

v/ Otimizar os parametros cromatograficos para 0os compostos para 0s quais nao

foi possivel determinar uma faixa linear de trabalho.

v Aplicar novamente o método nas amostras de agua do rio para confirmar os

valores encontrados para o aldrin e dieldrin.
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ANEXO 1

Cromatogramas obtidos para os compostos estudados.
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o de 20 pg L™ no extrato

Cromatograma total, no UHPLC, obtido na concentraca

da matriz.
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Espectro de massas para os compostos obtido no mod o MRM
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Tebuconazol 3: MRM of 2 Channels ES+
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Atenolol 6: MRM of 2 Channels ES+
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Carbofurano 4: MRM of 2 Channels ES+
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Cafeina 1:MRM of 2 Channels ES+
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Prednisona 14: MRM of 2 Channels ES-
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Cromatograma para cada analito em estudo, obtido a partir de uma solugéo
analitica de 20 pg L™ preparada no extrato da matriz.
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Cromatograma para cada analito em estudo, obtido a partir de uma solugéo
analitica de 20 pg L™ preparada solvente.
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ANEXO 2

Resultados das recuperacdes (R %) obtidas e desvio padrao relativo (RSD %).



Tabela 18:

Resultados das recuperacdes (R %) obtid
relativo (RSD %).
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Tabela 19: Resultados das recuperacdes (R %) obtid as e desvio padrao
relativo (RSD %). (Continuagao)
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Tabela 20: Resultados das recuperacdes (R %) obtid

relativo (RSD %). (Continuagao)
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