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RESUMO

Muitos contaminantes organicos e inorganicos estdo presentes na agua em baixas
concentracdes. Devido a isso, tem crescido o interesse em otimizagdo e desenvolvimento de
técnicas de preparo de amostra que viabilizem a pré-concentracdo dos analitos presentes na
matriz para adequacgéo ao sistema de deteccdo. Neste trabalho, foi empregada a extracdo em
fase solida (SPE) para extrair e pré-concentrar inseticida e metais pesados em agua. O inseticida
estudado foi 0 organofosforado (OF) temefos. Para a identificacdo e quantificacdo do temefds
foi utilizada a cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC/CLAE) com coluna analitica
Cig Varian, 250 mm x 4,6 mm d.i, tamanho de particula Sum de didmetro de poro. A fase mével
utilizada foi ACN:H.0, 85:15, v/v, e a deteccdo foi feita por um detector de arranjo de
fotodiodo. O melhor volume de amostras utilizado na extracdo foi de 100 mL com cartuchos de
Cs (fator de pré-concentracéo de 100 vezes). Os estudos de recuperacéo foram realizados em
dois niveis de fortificacdo (10 e 20 ug.L™?). As recuperacdes médias variaram de 100 a 101%.
Os coeficientes de variacdo compreenderam a faixa de 2,83 a 4,37%. O limite de deteccdo e
quantificacdo do método foi de 4,8x10° e 1,46x10° mg.L? respectivamente. Apds o0
desenvolvimento do método, o mesmo foi aplicado em amostras de &gua para consumo
humano. Para a determinacdo das concentragdes dos metais Cd e Pb, foi utilizado um
espectrometro de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS),Varian (Modelo
700ES). Os estudos de recuperagao foram realizados nas concentragdes de 0,5 e 2,0 mg.L ™ para
Cadmio e Chumbo, respectivamente. As recuperacGes medias foram de 86,1% para Cadmio e
75,5% para Chumbo. Apds a otimizacdo do método este foi aplicado em amostras de dgua
superficial.

Palavras-chaves: Temefds. Cromatografia. Extracdo em fase solida. Cadmio.
Chumbo. ICP-MS.



ABSTRACT

Many organic and inorganic contaminants are present in the interest in optimization
and developing tecniques of sample preparation has increased to mk possible pré-concentration
of these analytes from this médium to be adqugte for the detection system to be used. In this
work solid phase extration (SPE) was used to extract and pré-concentrate pesticide and heavy
metals in water. The pesticide studied was organophosphorus (OP) temephos. For the
identification and quantification of the temephos high perfomance liquid chromatography
(HPLC) wiht an analytical column Cig Varian, 250 mm x 4,6 mm d.i, particle size Sum was
used. The mobile-phase used was ACN:H.O 85:15 v/v and detection used diode array
spectrophotomoter. The Best volumes of samples used in the extration was 100 mL with
cartridges of Cig (pré-concentration factor of 100 times). The recovery studies were performed
at two levels of fortification (10 e 20pg.L ™). The average recoveries were between 100 to 101%.
The coefficients variation. Was foud of less 4,5%. The limits of detection and quantification of
the method were 4,8 x 10 and 1,46 x 10 mg.Lrespectively. After the development of the
method was applied in water samples for human consumption. For determination of the
concentrations of studied metals inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS),
Varian (model 700ES) was used. The recovery studies were performed with fortification of 0,5
and 2,0 mg.L? for cadmium and lead respectively. The averege recoveries were 86,1% for
cadmium and 75,5% for lead. After optimization of the method was applied in superfial water

samples.

Keywords: Temephos. Chromatography. Solid phase extraction. Cadmium and
Lead. ICP-MS.
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CAPITULO |

1- INTRODUCAO:

Na tentativa de defender a agricultura contra pragas que atacam as plantacGes, 0s
agrotoxicos foram criados. A utilizacdo de agrotoxicos teve inicio na década de 20 e durante a
segunda guerra mundial, eles foram utilizados até como armas quimicas. Na guerra do Vietna,
por exemplo, o herbicida conhecido como “Tordon” (agente laranja) foi utilizado como
desfolhante, provocando a morte de centenas de pessoas e séria contamina¢do ambiental
(Amarante et al., 2005).

No Brasil, a utilizacdo de agrotoxicos tornou-se evidente em acdes de combate a
vetores agricolas na década de 60, tendo sido utilizados os organoclorados também no combate
aos vetores da maladria. Como representante da classe, tem-se o diclorodifeniltricloro-
etano(DDT). Mais tarde, na década de 80, os organoclorados foram banidos pelo Ministério da
Agricultura, devido a sua elevada persisténcia no ambiente (Amarante et al., 2003).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define agrotoxicos e afins
como sendo “produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao
uso nos setores de producdo, no armazenamento e no beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicéao da flora ou
da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como
as substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e
inibidores de crescimento” (ANVISA, 2007).

Além de agredir o ambiente, a saude também pode ser prejudicada pela exposicao
a estas substancias. Quando mal utilizados, os agrotoxicos podem provocar trés tipos de
intoxicacdo: aguda, subaguda e cronica. Na intoxicacdo aguda, 0s sintomas surgem
rapidamente. Na intoxicacdo subaguda, os sintomas aparecem aos poucos: dor de cabeca, dor
de estbmago e sonoléncia. J& a intoxicagdo cronica pode surgir meses ou anos apos a exposicao
e pode levar a paralisia e doencgas, como o cancer.

No Brasil, alguns inseticidas vém sendo utilizados pela saude publica como
estratégia para combater o mosquito aedes aegypti, transmissor da dengue. Porém, o uso
frequente desses compostos pode levar ao desenvolvimento de resisténcia do mosquito,
comprometendo o controle e favorecendo a transmissdo da doenca. Além disso, esses
compostos, em sua maioria, apresentam produtos de degradacdo que, por sua vez, podem
possuir toxicidade mais elevada que o composto de origem, caracteristica essa evidenciada no
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inseticida organofosforado (OF) temefés, utilizado no programa de erradicacdo do aedes
aegypti.

O programa de erradicacdo do aedes aegypti define o temefds como “inseticida
organofosforado adequadamente formulado para ser adicionado em agua, potavel ou nao”
mostrando a desconsideragdo dos aspectos relativos & natureza inseticida e a toxicidade deste
produto (Augusto e Neto, 2007). O temefds apresenta dificuldade na sua deteccdo, em
decorréncia de sua baixa estabilidade no meio aquatico. Deste modo, faz-se necessario o
desenvolvimento de metodologias analiticas que possam detectar e quantificar a presenca dos
residuos desses compostos no ambiente aquético.

Na atualidade, sdo necessarios métodos analiticos que possibilitem o uso dos
equipamentos com sensibilidade proxima ao seu limite de quantificacdo. A aplicacdo de
métodos analiticos em amostras onde o(s) analito(s) encontra(m)-se em concentracdes baixas
resulta, na maioria das vezes, na obtencdo de um sinal tdo pequeno que pode néo ser distinguido
do ruido ou até mesmo na ndo obtencédo do sinal (Castro, 2002).

A utilizacdo de uma técnica de pré-concentracdo analitica com o objetivo de
transferir o analito para uma nova fase (adsorvente), sendo retirado deste por meio de um
solvente, com volume acentuadamente menor, torna possivel, na maioria das vezes, a aplicacao
de técnica instrumental escolhida para a sua determinacdo. Além disso, pode-se evitar a
interferéncia de espécies com propriedades similares as do analito e, portanto, causar alteracdo
na intensidade do sinal medido. Tal estratégia torna possivel expandir o potencial relativo a
sensibilidade da técnica, além de melhorar a seletividade, quando necessario. Assim, a
combinacdo de uma ferramenta analitica com a pré-concentracao/separacdo amplia a faixa de
aplicacdo de forma substancial.

Esta parte do trabalho objetivou desenvolver um método analitico rapido e
miniaturizado para determinacao de residuos do inseticida organofosforado temefds em aguas,
empregando, na etapa de preparo de amostra, a extracdo em fase sélida do inglés, solid phase
extraction (SPE), com deteccgéo final por cromatografia a liquido de alta eficiéncia do inglés
high performance liquid chromatography (HPLC) com deteccao por arranjo de fotodiodos do
inglés diode array detection (DAD). Posteriormente, o método otimizado foi utilizado no
estudo da contaminagdo em aguas naturais subterraneas destinadas ao abastecimento.

A escolha do inseticida estudado neste trabalho deu-se em decorréncia do
expressivo uso do mesmo pela Fundacdo Nacional de Saude (FNS) em campanhas de salde

publica no combate as larvas do mosquito Aedes aegypti.
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2 - REVISAO DE LITERATURA:

2.1 — Classificacdo e Toxicidade dos Agrotdxicos:

Os agrotoxicos sdo classificados, de acordo com o uso, por exemplo, como
acaricidas, fungicidas, herbicidas e inseticidas. Idealmente, eles devem apresentar uma acao
toxica especifica para um dado organismo alvo, sem, no entanto afetar outros (Bolognesi e
Morosso, 2000). Existem casos onde a agdo é especifica, como por exemplo, os inseticidas
sistémicos. Contudo, na sua grande maioria, estes compostos agem como venenos, atingindo
todo o ecossistema, a fauna, a flora e os seres humanos. Logo, 0 uso de agrotoxicos necessita
de cuidadosa selegdo e criteriosa manipulagdo, bem como meios de aplicagdo que possam
minimizar os efeitos para os organismos ‘“ndo-alvos”. Alem disso, muitos agrotdxicos sao
persistentes, podendo ser bioacumulados nos organismos vivos (Younes e Galal-Gorchev,
2000).

A toxicidade dos agrotdxicos é expressa em termos do valor da Dose Letal (DLso),
por via oral, representada por miligramas do produto toxico por quilo de peso vivo (mg.Kg™),
necessario para eliminar 50% dos animais-teste. Assim, para fins de prescricdo das medidas de
seguranca contra riscos para a satde humana, os produtos séo enquadrados em funcéo do DLso,

inerente a cada um deles, conforme mostra a Tabela 1 (Faria, 2004).

Tabela 1. Classificagdo toxicoldgica dos agrotoxicos em fungdo da DLso.

Classe o
Toxicologica Descricao
! Extremamente tdxicos (DLso < 50 mg/kg de peso vivo)
Muito toxicos (DLso — 50 a 500 mg/kg de peso vivo)
i Moderadamente tdxicos (DLso — 500 a 5000 mg/kg de peso vivo)
v

Pouco toxicos (DLso > 5000 mg/kg de peso vivo)

2.2 — A Importancia do Controle de Qualidade das Aguas:

A presenga de pesticidas nas guas leva & contaminacdo quimica, que traz varios
problemas a saude puablica. As conseqliéncias que se pode ter com a contaminagdo por
pesticidas estdo diretamente relacionadas a toxicidade do composto, ao grau de contaminagéo

e ao tempo de aplicagdo. As principais vias de entrada de compostos organicos no organismo
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humano e animal sdo: gastrointestinal, respiratoria e dérmica (Queiroz, 2001). A maior parte
dos pesticidas, por sua lipofilicidade ¢ amplamente acumulada no organismo em tecidos
lipidicos, no figado, nos rins, no cérebro e no coracdo (Bizuik et al., 1996).

Orgéos de outros paises, tais como a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (US-EPA) e a Comunidade Européia (EECC) estabeleceram limites em relacdo as
concentragfes de pesticidas encontrados em &guas destinadas ao abastecimento. Os niveis
permitidos pela Comunidade Européia, por exemplo, sdo determinados pela Directiva de Agua
Potavel (80/778/EEC), que determina que a concentragdo maxima toleravel de um pesticida
individual ndo deve exceder 0,1 pug.L™ e que a concentracéo total de pesticidas ndo exceda de
0,5 pg.L, em agua potavel (EECC, 1980).

Com base nas propriedades fundamentais, que caracterizam o grau de toxicidade de
um agrotoxico em contaminar aguas superficiais, tais como solubilidade em agua (>30 mg.L"
1, coeficiente de adsorcéo linear do agrotdxico no solo, Kqp (<5, usualmente <1), coeficiente
de adsor¢do a matéria organica Koc (< 300-500 mL/qg), e coeficiente de parti¢cdo octanol/agua,
Kow (< 300), a US-EPA elaborou uma lista de agrotoxicos “prioritarios”. O termo se aplica a
todas as substancias que sdo identificadas em fontes de aguas em concentrac6es acima de 0,1
ng.LL, que sdo relevantes a sadide publica (suspeitos de serem carcinogénicos ou mutagénicos)
e que sdo algumas vezes encontrados em agua potavel (Much et al., 1990).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), por sua vez, também tornou publico os
requisitos para as concentracdes de residuos de agrotoxicos, fornecendo informacgdes sobre
métodos analiticos para a determinacdo de agrotoxicos e seus produtos de degradacao em aguas
(WHO, 1987).

Com base no que foi exposto, verifica-se que é de suma importancia para a
populacdo em geral o desenvolvimento de método que possam possibilitar a deteccdo e a
quantificacdo de residuos de agrotdxicos no ambiente, em niveis de sensibilidade que atendam

as exigéncias da legislag&o.
2.3 — Area de Estudo:

2.3.1 - O municipio de Centro Novo do Maranhdo: localizacdo e problemética de intoxicacdo

por agroguimicos:

Centro Novo do Maranhdo é uma cidade recém-emancipada, com populagéo,
predominantemente rural de aproximadamente 16.170 habitantes, assim distribuidos: 4.500 hab

na sede (27,8% - zona urbana), e o restante (72,2% - zona rural), pertencente a sete povoados e
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a dois distritos rurais conhecidos como Chega-Tudo e Limdo, distantes da sede
aproximadamente 38 Km. A ligacao dos distritos e povoados com a sede da-se por estradas de
dificil acesso, sobretudo na época das chuvas. Centro Novo do Maranhédo encontra-se proximo
aos municipios Governador Nunes Freire e Maranh&ozinho, estando também perto da cachoeira
Magoari, que faz divisa com o Para. (Figura 1).

A populagdo de Centro Novo do Maranhdo possui uma cultura de décadas,
baseada na agricultura familiar do arroz, do feijdo, do milho e da mandioca. Ha anos os
trabalhadores rurais utilizam agrotoxicos para a protecdo das lavouras, mas somente depois de
1994 teve inicio o uso intensivo dos pesticidas organofosforados, em especial do inseticida
tamaron (principio ativo: metamidofés). O inseticida metamidofos tem classificagdo
toxicoldgica I, considerado altamente toxico pelo Ministério da Sadde (MS).

Na regido em estudo, o desconhecimento em relacdo aos pesticidas € tamanho,
que o uso e a comercializagdo tornaram-se banalizados. Qualquer pessoa, de qualquer idade
(incluindo menores), muitas vezes sem qualquer escolaridade, pode comprar, preparar e aplicar
o0s produtos, além de descartar as suas embalagens onde melhor Ihe aprouver. Um dos maiores
agravantes: os produtos sdo facilmente adquiridos no comércio local (quitandas e mercadinhos),
sendo inclusive comercializados a granel e armazenados nos mesmos locais onde séo guardados

muitos dos alimentos comercializados, como o arroz, o feijdo, o milho e os hortifrutigranjeiros.

23



. Maranhéo

Maranhdo! BRA/} #

:
L

k/Tele Atlas
s

Tc i
focantins )8 TerraMetrics

e AN

Figura 1- localizacdo do Municipio de Centro Novo do Maranhdo (Imagem NASA, 2008)
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A falta de conhecimento com relagdo aos perigos dos agrotdxicos, entretanto, nao
é observada somente na popula¢do, composta, na sua maioria, de pessoas que sequer possuem
o primeiro grau completo. E observada também nos agentes de satide, que adicionam o pesticida
Abate® (principio ativo: temefés), um inseticida organofosforado (OP) de classificacdo
toxicologica 11 (moderadamente toxico) nos reservatorios da cidade, sem nenhum critério.
Estes reservatorios sdo constituidos de pocos tipos cacimbéo e artesianos, e sdo usados pelos
moradores para o consumo. A aplicacdo do Abate visa ao controle da dengue, mas tem sido
realizada de forma indiscriminada e sem a menor necessidade, ja que se tratam, na maioria das
vezes, de reservatorios fechados e profundos, onde o risco de desenvolvimento das larvas do
mosquito Aedes aegypti € minimo.

Casos de pacientes apresentando estranhos sintomas comecaram a aparecer por
volta do ano 2000, neste municipio. Os sintomas, que vém se manifestando até hoje em dezenas
de pessoas (cerca de 60, no total), sdo os seguintes: edemas de membros inferiores, dores
abdominais, cefaléia, fraqueza muscular, falta de ar, cansago, perda de coordenagdo motora e,
em alguns casos mais extremos, vomito, diarréia, forte irritabilidade e sinais de depressao.

No final de 2005, uma familia inteira (familia Mesquita), composta de sete pessoas,
procurou a prefeitura da cidade de Centro Novo do Maranh&o, manifestando sérios problemas
de saude. A prefeitura buscou apoio dos 6rgdos de saude do estado, porém mesmo tendo
atendimento primério, em S&o Luis, dois membros dessa mesma familia, ambos jovens (15 e
22 anos) evoluiram a 6bito no mesmo ano. Os demais membros foram submetidos a exames de
fezes e urina, e colocados em observacdo. Os sintomas eram semelhantes aos ja mencionados.

Diante desses fatos, a Agéncia Estadual de Vigilancia Sanitéria ligada a ANVISA,
contactou o Nucleo de Anélise de Residuos de Pesticidas (NARP/UFMA), que se prontificou a
realizar as analises de algumas amostras de dgua e de alimentos na regido. O presente estudo
faz parte do trabalho preliminar, realizado na regido. Entretanto, para se ter confiabilidade nos
resultados de analise do organofosforado temefds, foi realizado esta etapa de otimizacdo do
método analitico.

2.4 — O Inseticida Organofosforado Temefos:

O temefds (0,0,0',0'-tetramethyl 0,0'-thiodi-p-phenylene diphosphorothioate)
(Figura 2), também conhecido comercialmente como Abate®, é um inseticida organofosforado
de toxicidade moderada a alta, dependendo do organismo vivo. Trata-se de um composto com
massa molar de 466,5g/mol; densidade de 1,32g/cm?®; coeficiente octanol-agua de 4,90;

estabilidade entre pH 5 a 7, e solubilidade em agua de 3.10°g/L e, em hexano, de 9,6¢/L. Desde
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meados da década de 90, este inseticida vem sendo utilizado, efetivamente, na satde publica,
em especial no controle das larvas dos mosquitos anopheles, aedes e culex (Braga, 2001; FNS,

1999). Tem sido usado também no controle de pulgas em cées e gatos (Tomlin, 1994).
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Figura 2- Estrutura quimica do inseticida temefos

O temefos, assim como a grande maioria dos OFs, é toxico para varios organismos,
afetando diretamente o sistema nervoso, através da inibicdo da enzima acetilcolinesterase. Tal
inibicdo provoca o acumulo da acetilcolina nas fibras nervosas, o que impede a transmisséo de
novos impulsos, provocando a sinapse e levando a uma série de efeitos no organismo, tais como

convulsdes, tremores, parada respiratoria, podendo chegar ao coma e a morte (OSHA, 2006).

2.4.1 — Toxicidade e riscos de intoxicacao:

Devido a sua toxicidade para alguns organismos, caso ndo haja cuidados durante a
aplicacdo, o temef6s pode apresentar graves riscos a saude dos seres humanos e animais,
sobretudo quando presente em concentra¢des acima do tolerado para 0s organismos, seja na
agua, no solo, no ar ou nos alimentos. No caso de intoxicacdo aguda, os sintomas apresentados
sdo tipicos de intoxicacdo com outros organofosforados, podendo incluir ndusea, salivacao
excessiva, dificuldade na respiracdo e perda da coordenacdo motora. Os valores de dose letal
(DLso) orais relatadas para o temefos variam de 1.226 a 13.000 mg.kg™ para ratos; ja para
formulagGes em po (2%) a DLso para cées e gatos é de 5.000 mg.kg™? (ECOTOXINET, 1996).

Segundo estudos toxicoldgicos realizados em seres humanos expostos ao temefos,
numa dose oral de 256 mg.kg™ por 5 dias ou 64 mg.kg™ por 4 semanas ndo resultaram em
nenhum sinal de inibi¢do da colinesterase. Ratos, coelhos e porcos guinea toleram exposi¢oes
ao temefds de 10 mg/kg/dia por um periodo prolongado (5 a 129 dias); porém, observou-se
certa inibi¢do da enzima colinesterase (Gallo, 1999).

Testes com varias espécies de animais silvestres indicaram que o temefos é

altamente toxico a algumas espécies de passaros e apresenta moderada toxicidade para outras.
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Assim O DLso para o temefds varia de 18,9 mg.kg™ para codornizes da Califérnia, até 240
mg.kg™ para a perdiz chukar (Hudson e Tucker, 2000).

O temefds mostrou uma larga escala de toxicidade aos organismos aquaticos,
dependendo da formulagdo. A espécie mais sensivel de peixe é a truta, com DLsg que varia de
0,16 mg.L* a 3,49 mg.L* (Johson e Finley, 1980).

2.4.2 — Degradacdo do principio ativo:

Alguns pesticidas sofrem modificagcdes na estrutura quimica durante o periodo em
que permanecem no meio onde foram aplicados, ou mesmo na &gua, onde séo carreados. Essas
mudancas dependem de alguns fatores, tais como condi¢des climaticas, pH e solubilidade,
resultando em alteracBes quimicas, fisicas e bioldgicas e favorecendo a formacao dos produtos
de degradacao. Como ja mencionado, alguns destes produtos podem, por vezes, ser mais toxicos
do que o composto de origem (Lacorte et al., 1997).

No ambiente aquatico, o temefds € conhecido por possuir moderada toxicidade.
Contudo, mediante degradacdo ocorrem a formacao de suas formas oxo e sulfoxido, além de
seus isdomeros (Figura 3), que sd&o compostos com elevado potencial de inibicdo da
colinesterase. O temefos sulfoxido tem sido identificado em amostras de dgua e sedimento, sob
condicdes aerdbicas e anaerdbicas (TEMEPHOS RED, 2006). Em estudo feito nos campos de
arroz do Delta do Ebro (Espanha), varios produtos de degradacdo do temefds foram observados
logo em seguida ao tratamento com o inseticida. O isdmero do temefos, o temefds oxo e temefos
sulfoxido foram detectados imediatamente apds a aplicacdo do inseticida, indicando oxidacao
e isomerizacdo como importante rota de transformacéo para o temefés. No caso do isémero do
temefos sulfoxido, o aparecimento ocorreu uma hora ap6s a aplicacdo do inseticida,
apresentando um pequeno acréscimo em funcao do tempo. Temefds sulfoxido e seu isbmero
persistiram por mais tempo nos campos, com 0 aumento da concentracdo do isdmero ocorrendo
concomitantemente com o decréscimo na concentracao do temefos sulfoxido. Em 11 horas ap6s
a aplicacdo do inseticida a substancia originalmente aplicada ndo foi detectada (Lacorte et al.,
1996).
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Apesar do temefds apresentar valores de Koc € Kow relativamente elevados (Koc
entre 200 e 500 cm®.g! e log Kow = 4,9), 0 estudo feito por Lacorte et al, (1996) mostrou que o
inseticida ndo é fortemente adsorvido pelos constituintes do solo, nem acumulado nos
organismos aquaticos presentes nos campos de arroz. O modo como o inseticida foi aplicado e
as baixas concentracGes devem ter contribuido para os resultados observados nos campos
(Santos, 1999).

2.4.3 - Métodos de analise do inseticida temefés:

O método mais empregado para deteccdo e quantificacdo do inseticida
organofosforado temefds em matrizes ambientais é a cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(do inglés, High Performance Liquid Chromatography HPLC). Esta técnica é precisa e

reprodutiva, apresentando baixos limites de deteccdo; contudo, a amostra geralmente necessita
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ser submetida a um pré-tratamento, baseado na extracdo do principio ativo, seguida de
purificagdo dos extratos.

Lacorte et al. (1997) identificaram fenthion, temefés e seus produtos de
transformacéo em &gua, via cromatografia a liquido com detec¢édo por espectrometria de massas
(do inglés HPLC/MS). Foram utilizados discos de silica modificados com grupamentos
octadecil (C1s) para a obtencdo e purificacdo dos extratos cromatograficos. Em estudo anterior
(Lacorte e Barceld, 1995), temefds também foi identificado por HPLC/MS, tendo sido
observada uma linearidade entre 0,050 e 2 pg.L™?, com limite de detecgdo (LD) de 0,038 pg.L"
! e coeficiente de correlagdo linear (R?) de 0,9920, sendo que a curva analitica foi construida
mediante metodologia de adi¢do de padréo interno. Os mesmos autores estudaram, ainda, a
persisténcia do temefos e seus produtos de transformacdo em agua proveniente de culturas de
arroz, via cromatografia a liquido com detector por arranjo de fotodiodo (HPLC/DAD), e
obtiveram um indice de recuperacdo na ordem de 90%, com um coeficiente de variagdo (CV)
de 8% (Lacorte et al., 1996).

Devido a sua baixa solubilidade, o temefos forma uma pelicula em forma de um
filme na superficie da agua quando o inseticida e aplicado, dificultando o processo de
amostragem e, conseqientemente, a sua detecgdo. Assim, é necessaria a realizacao de algumas
etapas antes da analise propriamente dita, tais como filtragcdo, extracdo e pré-concentracdo. A
Figura 4 esquematiza as etapas de preparo de uma amostra de agua, para analise do composto,
antes da determinacdo cromatografica.

A filtracdo visa a remover possiveis particulas em suspensdo presentes na matriz.
O processo de extracdo e pré-concentracdo pode ser realizado via extracdo em fase sélida (SPE),
onde o objetivo principal é passar, através de um cartucho, um grande volume de amostra, a
fim de aprisionar somente o analito, deixando passar o0 solvente e 0s possiveis interferentes.
Numa etapa seguinte, elui-se o analito de interesse com pequena quantidade de solvente, de
forma que o composto esteja bem mais concentrado neste extrato que na amostra original. Este
tipo de procedimento é muito comum na analise de amostras de interesse em quimica ambiental,
nas quais, usualmente, o analito encontra-se extremamente diluido. Ap6s a etapa de pré-
concentracdo, 0 extrato possuird um teor apropriado para ser analisado diretamente por uma

técnica instrumental adequada.
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Figura 4 - Etapas envolvidas no processo de extragéo e pré-concentracdo do inseticida.
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2.5 — Aspectos Analiticos na Determinacdo de Residuos de Pesticidas:

2.5.1 - Extracéo em fase solida (SPE):

Diversos contaminantes encontram-se presentes na agua em nivel de tracos. Nos
ultimos anos tem sido crescente o interesse no desenvolvimento de novas técnicas de preparo
de amostra que viabilizem a pré-concentracao de analitos, possibilitando melhor deteccéo pelas
técnicas empregadas. A extracdo em fase solida (SPE) € uma das alternativas mais importantes
para o preparo de amostras.

Varios séo os procedimentos realizados no preparo da amostra por SPE utilizando
cartuchos, variando o volume da amostra, o tipo de adsorvente utilizado, o processo de ativacdo
dos cartuchos e o volume utilizado na etapa de eluicdo. A Figura 5 apresenta a sequiéncia de um
procedimento de extracdo em fase sélida direcionado para a pré-concentracdo de analitos e o
clean-up (limpeza, ou remocéo de interferentes) da amostra (Lancas, 2004).

As etapas realizadas no procedimento SPE s8o as seguintes: i e ii)
acondicionamento do cartucho; iii) adicdo da amostra; iv) remocéo de possiveis interferentes e
v) eluicdo do analito. Dependendo do modo de operacao, poderdo ocorrer pequenas variacoes

nas etapas envolvidas.

Solente - fgua Amostra Agua Solvente
oo ! | |
o0
o e T

Q
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I}
Condicionamento  Equilibric  Percolagéo da Remoggo dos Eluicdo dos
amostra interferentes analitos

Figura 5- Esquema do procedimento de pré-concentracdo (Lancas, 2004).

O procedimento SPE surgiu em meados da década de 70, visando a eliminacao de
alguns problemas analiticos, tais como o0 uso de grandes volumes de solventes orgénicos, a
dificil automacdo e, geralmente a pequena repetitividade e reprodutividade dos métodos
convencionais de extracdo, em especial extracdo liquido-liquido (Lancgas, 2004).

A necessidade de extrair analitos mais polares tornou o procedimento SPE uma das
alternativas propostas pela US-EPA para a analise de compostos em nivel de tragos presentes

em agua, visto que muitos analitos polares sdo sollveis em agua e, como consequéncia, a
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técnica de extracdo liquido-liquido ndo apresenta boas recuperacfes desses compostos
(Hennion, 1999).

O adsorvente (fase sdélida) mais utilizado na extracdo de agrotoxicos
(medianamente polares) de amostras de agua contém a silica modificada com o grupamento
Cis. As etapas envolvidas no mecanismo de retencdo dos compostos sdo a adsor¢édo do analito
sobre o suporte e a parti¢do, devido as interacfes apolares entre as ligagdes C-H do grupo Cis
e a ligacdo C-H do analito (Junker-Bucheit e Witzenbacher, 1996).

Atualmente, diversos adsorventes encontram-se disponiveis comercialmente. Em
geral, os materiais de recheio empregados para SPE s&o similares aos usados em cromatografia
a liquido (Tabela 2). Logo, carvdo ativado, alumina, silica gel, fase quimicamente ligada e
polimeros (por exemplo, o copolimero de estireno entrecruzado com divinilbenzeno), tém sido
utilizados para fins de extracdo dos compostos em matrizes as mais variadas (aguas, efluentes,
extratos vegetais, etc.). Os grupos mais freqlientemente usados como adsorventes a base de
silica quimicamente ligada podem ser divididos em trés categorias: i) fase normal; ii) fase

reversa, e iii) troca ionica.

Tabela 2. Exemplos de adsorventes utilizados em SPE.

MODERADAMENTE POLARES

Cis Octadecilsilano

Cs Octilsilano

Co Etilsilano

Ph Fenilsilano

POLARES

Al Alumina

Si Silica

CN Cianopropilsilano

TROCA IONICA

PRS Sulfonilpropilsilano
CBA Carboximetilsilano
SAX Trimetilaminopropilsilano

A extracdo em SPE empregando fase normal usualmente substitui a adsor¢cdo em
extragdes de solutos polares que podem sofrer adsorcao irreversivel e ndo serem eluidos do
cartucho. A amostra é aplicada em um solvente de baixa polaridade e os analitos sdo retidos em
maior ou menor grau (dependendo da polaridade) na fase sélida. Em seguida, um solvente polar,

32



como em adsorc¢ao, € aplicado para romper a interacdo do analito com a fase sélida polar e eluir
os analitos (Langas, 2004).

Na SPE utilizando fase reversa acontece o oposto: a fase movel apresenta maior
polaridade que a fase solida, que retém os compostos apolares presentes em solventes polares.
Consequientemente, os analitos retidos serdo eluidos com um solvente de menor polaridade.
Uma vez que o aumento do tamanho das cadeias hidrocarb6nicas aumenta o carater apolar do
adsorvente, em muitos casos 0 uso de fases do tipo Cig pode acarretar em uma retengdo de
analitos apolares maior que a desejada. Neste caso, empregam-se adsorventes contendo cadeias

menores, como por exemplo, octil (Cg) que proporcionara menor retencdo (Langas, 2004).

2.5.2 - Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC):

A cromatografia € um método de separacdo que encontra aplicacdo em todos 0s
ramos da ciéncia. Foi introduzida e divulgada pelo boténico russo Mikhail Tswett no inicio do
século 20 (Skoog, 2002). Em suas diferentes modalidades, esta técnica representa cerca de 70%
das separacdes em Quimica Analitica realizada hoje em dia (Neto, 2003).

A cromatografia esta fundamentada na parti¢do dos analitos entre duas fases, uma
estacionaria e outra movel. A distribuicdo, exclusdo, particio ou adsorcdo seletiva dos
componentes é um processo de equilibrio dinamico e as moléculas dos analitos ora estdo retidos
na fase estaciondria ora deslocando-se com a fase movel (Neto, 2003). A fase estacionaria pode
ser um solido ou um liquido impregnado a um soélido, e a fase mével, um fluido liquido ou
gasoso. Durante a passagem da fase mdvel sobre a fase estacionéria, os componentes da mistura
sdo distribuidos pelas duas fases de tal forma que cada um deles é seletivamente retido pela fase
estacionaria, o que resulta em migracdes diferenciais destes (Collins, 2006).

A cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC) é uma técnica de separagao
fundamentada na distribuicdo dos componentes de uma mistura entre duas fases imisciveis: a
fase mével (liquida) e a fase estacionaria (contida em uma coluna geralmente de inox). As
separagBes sdo alcangadas por particdo, adsorcdo, troca idnica, exclusdo por tamanho ou
interacbes esterioquimicas, dependendo do tipo da fase estacionéria utilizada. Quando
comparada com a cromatografia a gas (CG) a técnica HPLC apresenta como principal vantagem
a separacdo de amostras nao-volateis e termolabeis, que ndo podem ser separadas por CG (Mc
Nair, 1997).

Vérios fatores quimicos e fisico-quimicos influenciam na separac¢éo cromatografica
e dependem da natureza quimica das substancias a serem separadas, da composicao e do fluxo

da fase mdvel, da composicdo e da area superficial da fase estacionéria.
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O equipamento utilizado consiste de reservatdrio que contém a fase mével, bomba
com a finalidade de carrear a fase movel pelo sistema cromatografico, injetor para introduzir a
amostra no sistema, coluna cromatogréafica, detector e dispositivo de captura de dados, como
um computador, integrador ou registrador.

Os sistemas cromatograficos utilizados atualmente consistem-se de bombas de
fluxo, controladas por microcomputador, que podem ser programadas para variar a relagéo de
componentes da fase movel, como € necessario para cromatografia realizada com gradiente de

solvente, ou quando se trabalha com mistura na forma isocratica.

2.5.3 - Volume de ruptura (VRr):

O volume de ruptura é definido como sendo o volume maximo de amostra que pode
ser percolado por um tubo de extracdo, de maneira que ndo ocorra perda do analito de interesse
e que ndo influencie de forma negativa na recuperacdo. Em outras palavras, é o volume que
possibilita que uma recuperacao tedrica seja 0 mais proximo possivel a 100%.

O volume de ruptura depende das interac6es entre o analito, e o solvente da amostra
e do tipo de adsorvente. Em relagdo a fase reversa, o volume de ruptura depende da
hidrofobicidade do analito e da massa do adsorvente utilizado. Este € um pardmetro importante
em SPE, pois indica qual o volume méximo de amostra que pode ser pré-concentrado, sendo
que dois fatores podem ser responsaveis pelo volume de ruptura: retencdo insuficiente do

analito pelo adsorvente e sobrecarga do adsorvente (Faria, 2004).

2.5.4 - Andalise por HPLC:

Grande parte dos métodos de extracdo em fase solida desenvolvidos para anélise de
compostos polares utiliza a HPLC ou CG como técnicas instrumentais para determinagdo dos
analitos de interesse numa amostra. Entretanto, métodos como cromatografia em camada
delgada (CCD) e cromatografia por fluido supercritico (CFS) ja estdo bem desenvolvidos
(Wells e Yu, 2000).

A deteccdo realizada na regido do ultravioleta (UV) em um Unico comprimento de
onda ou em varios comprimentos de onda, que faz uso de um detector por arranjo de fotodiodos
(DAD), é comumente empregado em HPLC. A detecgdo eletroquimica (Jauregui e Galceran,
1997) e por espectrometria de massas (Aguilar et al., 1998) também é apresentada na literatura,

esta ultima com a finalidade adicional de confirmar picos de substancias presentes na amostra.
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Os limites de detecgio em HPLC estdo em torno de alguns pg.L™, e sdo geralmente
comparaveis aos obtidos via cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS) (Wells e Yu, 2000).

2.5.5 — Procedimentos usuais para otimizacdo de uma metodologia analitica:

Para garantir que um método analitico destinado a quantificacdo de residuos de
pesticidas produza informacdes confidveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser
submetido a uma avaliagéo, denominada de validagdo. Um processo de validacdo bem realizado
e documentado propicia as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que 0 método proposto
e o sistema séo adequados para o0 uso desejado (Ribani et al., 2004).

No Brasil, duas agéncias séo credenciadas para verificar a eficiéncia de laboratorios
de ensaios: a ANVISA e o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacéo e
Qualidade Industrial) (Ribani et al., 2004).

Em 1987, a Agéncia para Alimentos e Drogas dos Estados Unidos (FDA) através
do “Guideline for Submiting Samples and Analytical Data for Method Validation”, reconheceu
as especificacOes descritas a seguir, como as principais etapas a serem realizadas para o
processo de validacdo de métodos. Esses termos também sdo conhecidos como parametros de

desempenho analitico ou figuras de mérito (Lacorte e Barceld, 1995).

2.5.5.1 — Exatidao:

A exatiddo representa 0 grau de concordancia entre os valores individuais
encontrados e um valor tido como referéncia. A exatiddo € expressa como o percentual de
resposta, obtida através do ensaio de uma quantidade conhecida da substancia em analise,
incorporando em um meio de composicdo definida, geralmente constituido de padrdes
certificados.

Para avaliar a exatiddo de um método, as diretrizes da ICH (International
Conference on Harmonization) recomendam a coleta de dados referentes a um minimo de nove
determinacfes sobre um minimo de trés diferentes concentragdes, cobrindo a variacao
especifica (por exemplo, trés concentracOes, analise em triplicata de cada). Os dados obtidos
devem ser registrados como o percentual de resposta da quantidade conhecida adicionada, ou

como a diferenca entre a média e o valor, com os respectivos intervalos de confianca.
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2.5.5.2 — Precisio:

A precisdo representa o grau de repetitividade entre os valores de analises
individuais, quando o procedimento é aplicado diversas vezes em uma mesma amostra
homogénea, nas mesmas condi¢des de trabalho. Geralmente é expressa mediante o coeficiente
de variacdo (CV) em uma quantidade significante de amostras.

A precisdo pode ser analisada em trés diferentes niveis: repetitividade, precisdo
intermediaria e reprodutividade (Hubert, 1999 ; Causon, 1987).

A repetitividade, também conhecida como precisdo intra-ensaios, corresponde aos
resultados encontrados mediante varias reproducdes de um método, em iguais condi¢des, com
curto intervalo de tempo. Essa determinacdo pode ser avaliada com no minimo nove
determinac6es dentro do intervalo de trés diferentes concentracdes e trés replicatas cada, ou
com no minimo seis determinacfes para uma Unica concentracao teste. A precisdo intermediaria
expressa a varia¢do, no mesmo laboratdrio, que envolve diferentes dias, diferentes analistas e
diferentes equipamentos, entre outros parametros. A reprodutividade refere-se aos resultados

obtidos em estudos de colaboragdo entre laboratérios (Hubert, 1999 ; Causon, 1987).

2.5.5.3 - Limite de deteccdo (LD):

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentracdo da substancia em
analise que pode ser detectada, com certo limite de seguranca, utilizando um determinado
procedimento experimental. O LD pode ser calculado mediante trés maneiras diferentes:
método visual, método relacdo sinal-ruido (geralmente trés vezes) e método baseado em
parametros da curva analitica (Ribani et al, 2004).

No método visual, o limite de deteccdo € determinado utilizando a matriz com a
adicdo de concentracGes conhecidas do analito de interesse, até a visualizagdo da menor
concentracdo detectavel, em que seja possivel distinguir entre sinal e ruido. JA no método da
relacdo sinal/ruido, o sinal de amostras contendo o analito em concentracdes muito baixas €
comparado com o sinal de uma amostra branco, estabelecendo uma relagao sinal-ruido (por
exemplo, 3:1). No método baseado em parametros da curva analitica, o limite de deteccdo pode

ser determinado através da formula abaixo.

LD =33x>
A (Eq.1)

Onde: s=desvio padréo da resposta; A= coeficiente angular do gréafico de calibracéo.
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2.5.5.4 - Limite de quantificacdo (LQ):

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo da substancia em
analise que pode ser medida, com certo grau de confiabilidade, utilizando-se um determinado
procedimento experimental. Assim como o LD o LQ pode ser expresso como uma
concentracdo, sendo que a precisdo e exatiddo das determinacdes também devem ser registradas
(Ribani, 2004). Pode ser estimado por meio do sinal/ruido, do desvio-padrdo e por processos
estatisticos (Brito et al, 2003).

Segundo (Harris, 2001) a determinag&o do valor do LQ do método representa um
compromisso entre 0s parametros exatiddo e precisdo a serem conseguidos, de tal forma que,
guanto menor o nivel de concentracdo dos analitos, maior sera a variacdo dos resultados,
tornando o método menos preciso. ConcentracGes maiores para 0 LQ deverdo ser registradas
quando houver necessidade de maior precisao (Ribani et al, 2004).

O LQ também pode ser estabelecido seguindo os mesmos métodos utilizados para
o LD, sendo que para o LQ a relacdo sinal-ruido adotada é de 10:1 e a equacao utilizada é

demonstrada abaixo.

S
LQ=10x>
A (Eq.2)

Onde: s=desvio padrdo da resposta; A= coeficiente angular do gréafico de calibracéo.

2.5.5.5 — Linearidade:

A linearidade refere-se a capacidade do método de gerar resultados linearmente
proporcionais a concentracdo do analito, enquadrados em faixa analitica especificada. Esse
parametro pode ser demonstrado pelo coeficiente de correlacdo do grafico analitico, que ndo
deve ser estatisticamente diferente da unidade, observando que a inclinacdo da reta ou
coeficiente angular devera ser diferente de zero (Hubert, 1999 ; Causon, 1987).

2.5.5.6 — Robustez:

A robustez mostra a capacidade de um método de ndo ser afetado por uma pequena
modificacdo em seus parametros. A robustez do método é analisada através de parametros
modificados, tais como temperatura, forca idnica, composicao da fase movel, entre outros, e a
respectiva determinacgéo de seu efeito (caso ocorra) sobre os resultados e serem obtidos com a
metodologia (Ribani et al, 2004).
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3-OBJETIVOS:

3.1-Geral:

Esta primeira etapa do trabalho objetivou desenvolver um método simples, rapido
e eficiente para determinacdo do inseticida organofosforado temefos em agua, empregando a
extracdo em fase solida (SPE), com posterior anélise por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia com detector por arranjo de fotodiodos (HPLC/DAD).

3.2 — Especificos:

v Auvaliar o uso de cartuchos constituidos de fase C1g quimicamente ligada a silica, para

extrair e pré-concentrar o inseticida em amostras de agua;

v Desenvolver e validar um método para determinacéo do inseticida em agua, atraves das
seguintes figuras de mérito: precisdo, recuperacdo, curva analitica, linearidade e

detectabilidade (limites de deteccédo e quantificacdo);

v Aplicar o método para analise de amostras reais, provenientes de aguas subterraneas
coletadas no municipio de Centro Novo do Maranhao, e

v Auvaliar, através dos resultados, a possibilidade de ocorréncia de contaminagéo de aguas

subterraneas, na regido estudada.
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4 - PARTE EXPERIMENTAL

4.1 — Materiais e Métodos

4.1.1 — Reagentes e solventes:

Os solventes utilizados neste trabalho (acetonitrila e metanol) foram de grau
cromatograficos ambos obtidos da Merck (Alemanha). A agua utilizada para o preparo das
solugdes foi purificada em sistema Direct Q (resistividade de 18,2 MQ.cm a 25°C).

O inseticida selecionado neste trabalho foi o organofosforado temefés (99,7% de
pureza, da Pestanal). O padrdo foi preparado em metanol, na concentragdo de 1000 mg.L™
(solucéo-estoque). Esta solucdo-estoque foi mantida em freezer, a 4°C, para evitar degradacéo
do principio ativo, por no méximo 3 meses. Preparou-se solucédo de trabalho a partir de diluicGes
em metanol da solucdo-estoque, utilizando-se tais solugcdes para fortificar as amostras

(concentracdes 10 e 20 pg.L?).

4.1.2 — Andlise cromatogréfica:

Foi utilizado um Cromatdgrafo a liquido equipado com coluna analitica de 250 mm
de comp. x 4,6 mm d.i., recheada com adsorvente C1g, e particulas de 5 um de didametro de poro
(Varian), bomba binaria (modelo Varian Pro Star 210), detector DAD (Varian Pro Star modelo
335) e injetor Rheodyne®, com alga de amostragem de 20 pL.

Os reagentes utilizados na fase mdvel foram: agua deionizada, obtida de um sistema

Direct Q e acetonitrila grau cromatogréafico (15:85 v/v), obtida da Merck.

4.1.3 — Extracédo em fase solida:

Foram utilizados cartuchos tipo seringa com capacidade de 3 mL (STRACTA™
Cis — E 500mg/3mL). A técnica de pré-concentracdo da amostra utilizada no trabalho foi a
extracdo em fase solida (SPE). Os cartuchos foram condicionados com 2 mL de metanol e, em
seguida, 5 mL de agua deionizada. Passou-se um volume de 100 mL da amostra, sob vacuo,
(vazdo de 2 mL/min) através do cartucho. A seguir, efetuou-se a secagem do cartucho sob
vacuo. Apos a secagem, os compostos retidos na fase adsorvente foram eluidos com 1 mL de

metanol. Uma aliquota de 20 pL foi posteriormente injetada no sistema HPLC/DAD.
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4.1.4 — Definicdo dos pardmetros analiticos:

4.1.4.1 - Avaliacio do pH da amostra:

Na literatura ndo existem muitos trabalhos com descri¢do de um procedimento de
extracdo em fase sélida do inseticida estudado, mediante utilizacdo de cartuchos de Cig. Por
isso, foi feito um estudo da influéncia do pH da amostra fortificada sobre recuperacdo do
inseticida. O pH foi avaliado no intervalode 3 a 7.

4.1.4.2 - Determinacdo do volume de capacidade do adsorvente:

Para a determinacdo do volume de ruptura do adsorvente, diferentes volumes (50,
100, 200, 300 mL) de amostras de agua deionizada, fortificadas com 10 pg.L™! de temefos,
foram submetidas ao procedimento de extracdo em fase sdlida. Com os resultados de
recuperacdo obtidos, foi possivel avaliar o volume ideal de amostra que forneceria melhores

recuperagdes do inseticida estudado.

4.1.4.3 — Curva analitica:

Foram obtidas curvas analiticas do pesticida na faixa de 0,5-2,5 mg.L™, injetando-
se 20 uL de cada concentragdo, em triplicata, e, em seguida, plotando-Se o grafico de area x
concentracdo do inseticida em estudo, até que se atingisse o patamar onde a resposta nao

apresentasse mais nenhuma variagéo.

4.1.4.4 — Detectabilidade:

Neste trabalho, para a determinacéo dos limites de detec¢do (LD) e de quantificacao
(LQ) foram construidas curvas analiticas com solu¢Ges nas concentragdes de 0,5, 1,0, 1,5, 2,0
e 2,5 mg.L do inseticida, preparadas em metanol. Deste modo, foi obtida a equagdo da reta
para o inseticida em questdo. Os valores de desvio padrdo estimados e do coeficiente angular
foram utilizados nas equacdes 1 e 2 abaixo, empregadas no célculo dos limites de deteccdo e
de quantificacdo do instrumento. Para os calculos dos limites de deteccdo e de quantificagdo
(LD* e LQ*,respectivamente), o LD e o LQ do instrumento foram divididos pelo fator de pré-

concentragéo alcangado, no caso, 100.

LD =3,3 x SD/a (Eq.1) ; onde: SD = estimativa do desvio padrdo do coeficiente
linear
LQ=10xSD/a (Eqg.2) a = coeficiente angular
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4.1.4.5 — Ensaios de recuperacio:

Amostras de agua Direct Q foram fortificadas com concentra¢des conhecidas (10 e
20 pg.Lt) do pesticida temefds e, em seguida, submetidas ao processo de extragdo. Cada
experimento foi realizado em triplicata. A partir dai, os extratos finais foram injetados no
sistema HPLC, tendo sido registrados os valores de areas para cada nivel de concentracédo
estudada. A recuperacdo (R) foi calculada através da equacao abaixo:

R (%)= Concentracdo encontrada x 100 / Concentracdo esperada  (Eq.3)

4.1.4.6 — Precisdo:

Neste trabalho, foi determinada a média da repetitividade, através do calculo dos
coeficientes de variagdo (CV%). Essa determinacdo foi feita a partir de um minimo de seis

determinacdes (dois niveis de concentracdo, 10 e 20 pg.L™, trés repeticOes cada um).

4.1.4.7 — Linearidade e Faixa linear:

A faixa linear foi obtida, plotando-se a curva analitica (concentracdo x area do
pico); quando a reta comecou a sofrer um desvio de linearidade, este valor de concentracgéo foi
tomado como sendo o valor maximo a ser determinado. O valor minimo da faixa correspondeu,

entdo, ao limite de quantificagdo do instrumento.

4.1.5 — Aplicacdo do método para anélises de amostra reais:

Foram coletadas e analisadas amostras de agua, provenientes de seis po¢os do tipo
cacimbado, coletados em residéncias localizadas na cidade de Centro Novo do Maranh&o, onde
havia pelo menos um caso de pessoa com 0s sintomas de intoxicacao descritos no item 2.3.1, e
de dois pogos de residéncias onde ndo havia nenhum caso (amostra-controle). A Tabela 3

apresenta detalhes sobre as amostras coletadas e sua localizag&o.

Tabela 3. Identificacdo das amostras de agua e dos locais de coleta de agua

Amostra Descricéo

Pl Poco cacimba, da familia Mesquita (casa hoje abandonada), na sede — 7 casos
P2 Poco cacimba, da casa do Sr. Marinaldo Luiz, na sede — 1 caso
P3 Poco cacimba, da casa do Sr. Santos da Silva, na sede — 1 caso
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P4 Poco cacimba, da casa da Sra. Barbara Damiana, no distrito de Lim&o — 1 caso
P5 Poco cacimba, da casa do Sr. Osmando Vieira, no distrito de Lim&o — 1 caso
P6 Poco cacimba, da casa do Sr. Antonio Isaac da Silva, na sede — 2 casos

C1 Amostra controle 1 — sede (municipio de Centro Novo do Maranhdo)

Cc2 Amostra controle 2 — Distrito de Limao

P = Ponto; C = Controle

As amostras foram coletadas em frascos de vidro ambar e mantidas a uma
temperatura de 4°C. No laboratério do NARP, as amostras foram tratadas seguindo o
procedimento SPE j& descrito, tendo sido os extratos enviados a analise por HPLC/DAD. Os
extratos permaneceram sob refrigeracdo por no maximo duas semanas, antes da analise
cromatografica.

4.1.6 — Anédlises estatisticas:

Foi aplicado o teste t, para comparacao de médias, utilizando o programa Excel (da
Microsoft). O mesmo programa foi utilizado para determinacédo das curvas de regressao linear

apresentadas.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Obtencéao do Espectro de Absor¢éo no UV do inseticida:

Na Figura 6 é apresentado o espectro de absor¢do em 3D na regido do UV e o
comprimento de onda de mé&xima absor¢do, obtido na faixa de 200 a 400 nm para o inseticida
estudado, utilizando para tal fim o detector por arranjo de diodos do proprio sistema HPLC. A

méaxima absorcdo do composto foi verificada em 230nm.

Figura 6- Espectro de maxima absorcao na regido do UV para o inseticida temefos.

Comparando-se o Amax Obtido pela varredura de comprimento de onda do sistema
HPLC/DAD, com o espectro de absorcdo obtido com o espectrofotometro UV-Vis Cary
(Varian), percebe-se um ligeiro deslocamento do valor do Amax do temefés, tendo sido
encontrado Amax = 250 nm com o espectrofotometro Cary.

Para fins analiticos, optou-se por trabalhar dentro do valor de Amax = 230 nm, que
apresentou maior sensibilidade (maior absorbancia) para o sistema cromatogréafico utilizado,

estando de acordo com o valor fixado por Lacorte e seus colaboradores (1997).

5.2 — Otimizacéo da Separacdo Cromatografica do Temefos:

A Figura 7 apresenta um cromatograma contendo o pico de identificacdo do
inseticida OP temefos, obtido com uma amostra padrdo, eluido com uma fase movel (FM)
constituida de uma mistura de acetonitrila (ACN) : 4gua ( H20) (85:15).
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Figura 7. Cromatograma de identificacdo do inseticida temefos. Condi¢Ges cromatogréaficas: coluna
Cag, marca Varian Sum (250 x 4,6 mm d.i); FM: ACN:H20 85:15 v/v; F=1 mL/min; volume de injec¢do:

20 uL; detec¢ao: DAD 200 — 400 nm.

Observou-se que o tempo (médio) de retencdo (tr ) do composto esteve em torno de
5,8 min, e 0 cromatograma apresentou-se limpo, com pico bastante simétrico e perfeita linha
de base. Baixos valores de tr séo ideais, do ponto de vista de economia do solvente. Entretanto,
apresenta o inconveniente de, no caso de haverem picos de co-extrativos em amostras reais,
estes, em geral, serem eluidos logo nos primeiros 5 min, o que pode resultar em sobreposicao
do pico de interesse.

Quando comparado com os resultados apresentado por Lacorte e Barceld (1995),
verifica-se que o método proposto apresentou resultados satisfatorios, com tempo de retencéo
menor, proporcionando menor tempo de analise, consequentemente reducdo no uso de
solventes. No presente trabalho, picos de co-extrativos, quando presentes apareceram em
tempos inferiores a 5 min.

Apesar da ampla utilizacdo do temefos em programa de satde publica, em especial
no combate a0 mosquito Aedes Aegypt, ndo se encontrou na literatura pesquisada métodos
especificos para a deteccao e quantificacdo dos residuos desse composto em amostras de agua
destinada ao abastecimento publico.

Embora a técnica por HPLC/DAD apresente resultados desejaveis na determinacgéo
do temefds, € de fundamental importancia o uso de técnicas complementares como HPLC-MS

na identificacdo dos produtos de degradacéo, visto que tais produtos apresentam toxicidades
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mais elevadas que o seu precursor. No presente trabalho, por limitacdo instrumental, ndo foi

possivel empregar esta técnica para detec¢do dos metabolitos.
5.3 - Estudo da Extracdo em Fase Solida do Inseticida

5.3.1 - Avaliacdo do pH da amostra:

A Tabela 4 apresenta os valores de recuperacao obtidos para o método de extracao
utilizando cartuchos de Cyg variando-se o pH da amostra. Foram utilizados, neste estudo, um
volume de 100 mL de cada amostra de dgua, fortificada na concentracio de 10 ug.L. A Figura

8 ilustra o efeito do pH sobre a eficiéncia do procedimento de extracao.

Tabela 4. Efeito do pH da amostra de 4gua, sobre a eficiéncia do método de extracdo

Valores de pH Recuperacgéo (%)* (n = 3) CV(%)
3 97,00 2,54
4 97,00 1,94
5 99,40 2,10
6 100,00 0,48
7 101,00 0,84

*Meédia de 3 repeticoes

Considerando que ndo houve diferenca estatistica significativa (P<0,5) entre a
eficiéncia dos procedimentos de extracdo em pH 6 e 7, optou-se por trabalhar com amostras
mais proximas a neutralidade (pH 7,0).

O composto apresentou valores de recuperacao satisfatorios em toda a faixa de pH,
0 que demonstra a sua elevada estabilidade em meio acido. Além disso, pode ser verificada a
sua adequada interacdo com o adsorvente, caracterizada pela grande tendéncia a ficar adsorvido

na fase (Cis). Isto proporcionou excelentes valores de recuperacdo na regido de pH entre 3 e 7.
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Figura 8. Valores de recuperacdo variando-se o pH da amostra, em vazdo de 2mL/min, usando cartuchos
de Cys.

Lacorte et al (1997), utilizando a técnica HPLC/MS para identificacdo dos
inseticidas fenthion e temefés em amostra de dgua, ndo mencionaram nenhum resultado com
relagdo ao estudo de pH para esses compostos. A falta de um criterioso controle de pH, neste
trabalho poderia ter ocasionado valores de recuperacdo mais baixos para 0 método analitico, ja

gue em meio mais alcalino o temefds tende a se degradar rapidamente.

5.2.2 - Determinacdo do volume de ruptura:

A Tabela 5 apresenta os resultados de recuperacdo e os coeficientes de variagdo
obtidos para o inseticida temefds, utilizando diferentes volumes de amostra fortificada e

empregando cartuchos Cig na SPE.

Tabela 5. Recuperacdes (%) para diferentes volumes de amostras utilizados durante o procedimento de
SPE

Volume Amostra (mL) Recuperacéo (%)* CV(%) (n=3)
50 100,03 1,98
100 101,01 2,83
200 96,35 2,26
300 109,81 4,03

*Média de 3 repeticbes
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Os resultados indicaram que, utilizando-se cartuchos Cig, uma faixa ampla de
volume de amostra pode fornecer recuperacdes satisfatorias, estendendo-se até 300 mL. No
entanto, buscou-se trabalhar com um valor intermediario que apresentasse um bom fator de pré-
concentragdo. O melhor volume de amostra € sempre menor que o volume de ruptura
“breathrough”; assim, determinou-se que melhor volume de amostra a ser utilizada nos
experimentos seria de 100 mL. A retomada dos residuos com um volume de 1 mL de metanol
permitiu um fator de pré-concentracdo de 100 vezes, possibilitando também um tempo de pré-

concentracdo mais rapido.

5.2.3 - Curva Analitica, Detectabilidade e Intervalo Linear:

A Figura 9 apresenta a curva analitica do temefos e a Tabela 6 apresenta 0s
resultados de validacdo do método desenvolvido para anélise do inseticida temefos em agua,
utilizando SPE para a pré-concentracdo e HPLC/DAD para a quantificagdo.

Area (mAU.sec)
8

U T T T
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Concentragio (mglL)

Figura 9- Curva analitica obtida para o inseticida em estudo.

Tabela 6. Parametros de validacdo obtidos para 0 método desenvolvido para analise do inseticida
temefds em &gua, usando SPE com cartuchos Cig (N=3) e determinagdo por HPLC.

o o Coef. Coef.
Pesticida | L, QLD LQ

pg.L' pgL?!' pgL?! Linear Angular
Temefos | 50— 300 48 146 0,48 1,46 -1,82 18 0,9998
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A curva analitica apresentou boa linearidade, com um coeficiente de correlagdo
superior a 0,99. O coeficiente angular da curva evidenciou uma boa sensibilidade. Os limites
de deteccdo e quantificacdo do método também foram adequados, 0 que permite que amostras
contendo o inseticida em concentragdo proximo de 5 pg.L™* sejam possiveis de ser analisados.
Evidentemente, se 0 volume da amostra a ser usado for maior (200 mL, por exemplo), o fator
de pré-concentracdo dobrard e a sensibilidade do método também, o que serd bastante Gtil na

analise de amostras reais que, em geral, apresentam concentracdes mais baixas.

5.2.4 - Recuperacdo e precisio do método:

As Figuras 10A e 10B mostram os cromatogramas obtidos apds SPE para as
amostras reais fortificadas com o inseticida em estudo nas concentracdes de 10 e 20 pg.L?,

respectivamente.
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Figura 10. Cromatogramas do inseticida temefos apds SPE, usando cartuchos Cig, em concentragdes
del0Opg/L(A) e 20pg/L (B). Condigdes cromatograficas similares as apresentadas na Figura 7.

Observando-se os cromatogramas do extrato de SPE da amostra fortificada,
percebe-se que o método proposto possibilita a quantificacdo do analito, com o minimo de
interferéncias.

Quanto ao pico que aparece proximo ao tempo de 9 min, acredita-se ser de algum
interferente presente no material adsorvente ou na dgua deionizada utilizada para o preparo das

amostras.

A Tabela 7 apresenta os valores de recuperacdo e precisao (repetitividade) do
método de extracdo e purificacdo proposto.

Tabela 7. Recuperagdes e precisdes do método proposto

Nivel de Fortificacédo Recuperagéo (%) Repetibilidade (CV%o)
10 pg.L? 101 2,83
20 pg. Lt 100,02 4,37

De maneira geral, foram obtidos valores de recuperagdo adequados para o inseticida
em estudo, pois estdo compreendidos dentro do limite considerado aceitavel pela literatura para
analise de pesticidas em agua, que é de 70 — 120%, os valores de precisdo também foram

satisfatorios, uma vez que sdo aceitaveis valores de até 20% para analise em nivel de residuos.
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5.2.5 - Aplicacdo do método para analise de amostras reais:

O metodo desenvolvido foi empregado na analise de amostras reais provenientes
do Municipio de Centro Novo do Maranhdo, em pontos de amostragem definidos na Tabela 3.

Os teores encontrados nas amostras sao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Residuos do inseticida temefds encontrados nas amostras de agua coletadas na cidade de
Centro Novo do Maranhéo

Amostra de agua Concentracio de temefés (ng L)
P1 30
P2 20
P3 11
P4 10
P5 7
P6 40
C1 25
C2 40

P = Ponto e C = Controle

Em todos os pocos, foram detectados residuos do inseticida temefds, composto
classificado como de moderada toxicidade. Infelizmente, a Portaria 518/2004 do MS, que trata
da potabilidade da &gua destinada ao consumo humano, ndo estipula valores maximos
permitidos (VMPs) para este composto. Vale ressaltar que a Portaria encontra-se
completamente defasada em relagéo a legislacdo internacional, que ndo descrimina os produtos

e € bem mais restrita.
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6- CONCLUSAO

O método baseado no procedimento de extracdo em fase solida e cromatografia a
liqguido com detector de arranjo de fotodiodo para anélise do inseticida organofosforado temefds
em amostras de &gua foi desenvolvido.

A técnica de extracdo em fase solida possibilita efetuar as etapas de extracdo e pré-
concentracdo simultaneamente; minimizando a manipulacdo da amostra; requer pequeno
volume de amostra, adsorventes e solventes organicos e oferece significativa economia de
reagentes e tempo.

Este estudo mostrou que para extracdo do inseticida selecionado utilizando SPE, o0s
melhores resultados foram obtidos usando cartuchos de Cig, volume da amostra de 100 mL, pH
préximo a neutralidade e eluicdo com metanol com fluxo de 1 mL/min.

Com relagdo as amostras coletadas em Centro Novo do Maranhdo, foram
detectados residuos do inseticida organofosforado temefés, composto de moderada toxicidade.

Os resultados obtidos sugerem uma possivel intoxicacdo da populacédo de Centro
Novo do Maranhdo, pelo temefds, utilizado nas campanhas contra a dengue.

Do ponto de vista ambiental e analitico, o estudo dos produtos de degradacdo do
inseticida temefds € igualmente importante, pois esse composto apresenta baixa persisténcia no
ambiente, e degrada-se em no maximo 12 h. Seus metabolitos sdo igualmente toxicos, em

especial o temefds-sulfoxido, que é produto majoritario na rota de degradacao.
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CAPITULO II

1 - INTRODUCAO

Dentre as varias formas de contaminacdo ambiental resultante das atividades
agricolas e industriais, a contaminacdo com metais pesados (MPs) tem despertado grande
preocupacdo aos pesquisadores, aos Orgdos governamentais envolvidos com problemas
relacionados as causas ambientais e 8 comunidade em geral. A &4gua, é um dos mais importantes
fatores da preservacdo da vida, mas esta sendo cotidianamente contaminada com despejos de
residuos industriais e urbanos além de diversos outros fatores relacionados as atividades
humanas.

Os metais apresentam-se como alguns dos elementos mais abundantes da crosta
terrestre e as fontes naturais desses metais, presentes nos solos e ambientes aquaticos, sdo 0s
minerais metalicos. A erosdo das rochas (processo natural) e/ou mineracdo e atividades
industriais (processos antropogénicos) sdo os fendbmenos responsaveis pela distribuicdo dos
metais nos compartimentos aquatico, atmosférico e terrestre (Solomons et al., 1995).

A tabela periodica apresenta mais de 90 elementos, do hidrogénio ao trans-uranicos,
sendo que somente 20 ndo sdo classificados como metais. Dentre os metais, 59 podem ser
classificados como metais pesados. Contudo, apenas 17 deles sdo tdxicos e, a0 mesmo tempo,
encontram-se no ambiente em concentragBes acima do nivel de toxicidade permitida por
organismos de controle, como a Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA. (US-EPA).

Entre os 17 MPs, 9 estdo sendo introduzidos no ambiente a uma velocidade que
excede enormemente 0s processos geoldgicos naturais (Weiss et al., 1975 ; Chapman, 1978).
Na lista da US-EPA, estédo listados como agentes poluentes principais, 0s seguintes metais: As,
Be, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Sb, Se, Ag, Tl e Zn.

A poluicdo dos sistemas aquaticos por MPs é um importante fator que afeta tanto o
ciclo geoquimico desses elementos quanto a qualidade ambiental. Nos ultimos anos,
especialmente na década de 90, a polui¢do do solo por MPs tem merecido especial atencdo,
sendo mundialmente reconhecida como problema que pode representar sérios riscos a saude
humana e a qualidade do ambiente (Moreira e Moreira, 2004).

Os MPs podem danificar toda e qualquer atividade bioldgica, por isso ha,
teoricamente, tantos tipos de respostas bioldgicas a esses metais quantos forem os tipos de
atividades bioldgicas. Contudo, o acesso variado aos componentes biologicos faz com que
certos tipos de respostas predominem. Por exemplo, todos os sistemas enzimaticos sao

potencialmente suscetiveis aos metais pesados (Moreira e Moreira, 2004).
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Na sua grande maioria, 0s MPs s&o perigosos nas suas formas catinicas, e também
quando ligados a cadeias curtas de &omos de carbono. Do ponto de vista bioquimico, o
mecanismo de sua acao toxica deriva da forte afinidade dos céations pelo enxofre. Assim, 0s
grupos sulfidrilas, -SH, que ocorrem comumente nas enzimas, controladoras das velocidades
de reacdes metabdlicas de importancia critica no corpo humano, ligam-se rapidamente aos
cations de MPs ingeridos ou a moléculas contendo tais metais (Baird, 1999).

Os MPs geralmente apresentam-se em baixas concentracdes, proporcionando
dificuldade no processo de deteccdo e quantificacdo. Devido a esses problemas, pesquisadores
tém procurado desenvolver métodos analiticos rapidos e eficientes para a extracdo, deteccdo e
quantificacdo desses elementos presentes em agua.

A extracdo em fase sélida (SPE), seguida de técnicas espectrofotométricas como,
espectroscopia de absorcdo atdmica e espectroscopia de massas com plasma indutivamente
acoplado tem proporcionado resultados satisfatérios na analise de metais em agua.

Menegério e Giné (1998) propuseram um sistema para determinacéo
multielementar de diferentes metais presentes em agua de rio por espectroscopia de massas com
plasma acoplado (ICP-MS). Entretanto, os resultados para alguns isétopos dos elementos Ti,
Zn, Cu, Cr, As e Se foram potencialmente afetados por interferéncias, principalmente de
espécies poliatdbmicas de S e Cl, presentes nas amostras naturais. A solucdo do problema foi a
separagdo e pré-concentracdo por meio de resinas.

Dressler et al. (1998) determinaram os metais pesados Cu, As, Se, Cd, In, Hg e Pb
em amostras de agua e em materiais bioldgicos, via pré-concentracdo on line dos analitos a
partir da complexacdo em sal de amdnio em uma solucdo de acido nitrico. Os analitos foram
imobilizados em cartucho de Cig ou em minicolunas de silica, e posteriormente eluidos com
metanol. Dai, foram analisados via ICP-MS. Os fatores de pré-concentracdo variaram de 5 a 61
vezes, dependendo do analito, e a sensibilidade do método foi adequada para a maioria dos
metais.

Li et al. (2006), analisando amostras ambientais, detectaram tragos de Cd e Pb
mediante microextragéo e posterior determinagdo por ICP-MS. Avaliaram os efeitos do pH, do
fluxo da amostra, do tempo de extracéo, etc. Os limites de detecgdo foram 4,6 pg.mL2e 2,9
pg.mL*, para Cd e Pb, respectivamente.

Ghaedi et al. (2006) realizaram estudos de pré-concentracdo dos MPs Ni, Co, Cu e

Pb, via extracdo em fase solida seguida de elui¢do com solugdo de HNO3s 2 mol.L. Foram
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obtidas recuperacdes de 98,8% para o Pb. Avaliaram o efeito do pH e definiram o pH 6 como
ideal para a extracdo dos analitos.

Estafiej e Pyrzynska (2007) avaliaram a presenca de MPs em amostras de agua apos
extracao em fase solida e, diferente de Ghaedi et al. (2006) observaram que o pH 8 apresentou
melhores resultados de recuperacGes, que foram de 102,9 e 93,4%, para o Cd e Pb,
respectivamente.

A espectroscopia de massas com plasma acoplado (ICP-MS) tem apresentado
diversas vantagens na determinacao de MPs, tais como sensibilidade, baixo limite de detecgéo,
capacidade em andlise multielementar e ampla faixa linear (Li, et al. 2006).

Neste trabalho, foi desenvolvida e otimizada uma metodologia analitica envolvendo
extracdo em fase solida, seguida de deteccdo por (ICP-MS) para a determinacao dos teores dos
metais cadmio (Cd) e chumbo (Pb) em amostras de dgua. Foram testados dois adsorventes e 0
método foi depois aplicado as anélises de &guas subterraneas coletadas no Igarapé do Sabino,
afluente do rio Tibiri, em Séo Luis-Ma.
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2 — REVISAO DE LITERATURA:
2.1 — Consideracdes sobre os Metais Pesados estudados
2.1.1 — Cadmio (Cd)

O céadmio (Cd), elemento metalico raro na natureza, foi descoberto por Friedrich
Stronhmeyer, em 1917, durante estudos envolvendo fundicdo de minérios que contém zinco
(Zn). Ele € obtido como subproduto nos processos de producdo de (Zn), a partir de minérios de
zinco, chumbo (Pb) ou cobre (Cu), ndo sendo encontrado na forma de metal livre. Acredita-se
gue o mineral mais conhecido que o contém esta na forma de sulfeto, sulfeto de cadmio (CdS),
acompanhado sempre em pequenas proporcdes de sulfeto de zinco (ZnS) (Hicks et al, 1999).

O Cd é um metal extremamente toxico, apresentando riscos a saude quando
consumido em concentragdes superiores a Sug.L™. E visto como um dos principais poluentes
para 0 mundo. Este metal pode contaminar sistemas aquaticos através da erosdo do solo, de
descargas na atmosfera devidas as operacfes industriais, vazamentos de aterros, pelo uso de
lodo de esgoto e fertilizantes na agricultura.

Uma outra forma de ocorrer contaminacao da-se em decorréncia de langamento de
efluentes industriais nos ambientes aquaticos. Como conseqiiéncia da contaminacao dos rios,
os solos proximos podem ser atingidos pelo Cd através de irrigacdo para propdsitos agricolas,
lancamentos de sedimentos dragados ou inundagdes (Biscaro, 2007).

O Cd é um elemento de vida biolégica longa (10 a 30 anos) e de lenta excrec¢do pelo
organismo humano. O 6rgédo alvo primario nas exposi¢Ges ao Cd a longo prazo é o rim. Os
efeitos tdxicos provocados por este metal compreendem, principalmente, distarbios
gastrointestinais, ap0s a ingestdo do agente quimico. A inalacdo de doses elevadas produz

intoxicacdo aguda, caracterizada por pneumonite e edema pulmonar (Roman, 2002).

2.1.2 — Chumbo (Pb)

O chumbo (Pb) ¢ um metal pesado extremamente toxico e que chega até os seres
humanos principalmente pelo ar, pela 4gua e pela cadeia alimentar, de forma cumulativa. Os
efeitos toxicos, entre outros, incluem sintomas como nauseas, perda da coordenagdo,
hiperatividade, confusdo mental e perda de memoria.

A toxicidade do Pb gera desde efeitos claros (clinicos), até efeitos sutis

(bioquimicos), estes ultimos envolvendo varios sistemas de 6rgéos e atividades bioguimicas.
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Nas criangas, os efeitos criticos atingem o sistema nervoso, enquanto que nos adultos com
exposicdo ocupacional excessiva ou mesmo acidental, os sintomas envolvem a neuropatia
periférica e a nefropatia cronica. Em situacbes raras, os efeitos sobre a sintese da heme
proporcionam indicadores de exposi¢do ao Pb na auséncia de conseqliéncias quimicamente
perceptiveis. Também os sistemas gastrintestinal e reprodutivo sdo alvo da intoxicacdo pelo
chumbo (Saxena e Singh, 1997; Saxena e Singh, 1994; Goyer, 1991). Em casos mais Severos,
a incorporacdo deste elemento quimico pode levar a pessoa ao estado de coma e a morte.

Nos ultimos anos, especial atencdo tem sido direcionada aos estudos
epidemiologicos relacionados aos possiveis efeitos neurotdxicos do Pb nas criangas,
especialmente naquelas com desvio de comportamento. Na populacdo adulta, esforcos
consideraveis tém sido voltados no sentido de avaliar os efeitos cardiovasculares provocados
pelo Pb e o seu envolvimento na hipertensdo. Além disso, varios estudos tém favorecido a
compreensdo dos efeitos bioquimicos desse metal, facilitando o reconhecimento precoce de
alteracdes significativas e para a suavizacdo de conseqiiéncias potencialmente adversas. Tais
estudos mostram que os efeitos do Pb sdo os mesmos para a populacdo em geral e para a
populacdo exposta ocupacionalmente. Contudo, é importante diferenciar entre adultos e
criangas, devido as diferencas de suscetibilidade entre esses dois grupos (WHO, 1995).

Quando o Pb é lancado no ambiente, tem um longo tempo de residéncia, comparado
a outros poluentes. Como resultado, tende a acumular-se em solos e sedimentos, onde, devido
a sua baixa solubilidade, pode permanecer acessivel a cadeia alimentar e ao metabolismo
humano por muito tempo.

O Pb tem a tendéncia de formar compostos com anions de baixa solubilidade, como
hidréxidos, carbonatos e fosfatos. Portanto, a quantidade de chumbo que permanece em solugdo
em aguas de superficies € relativamente baixa. Além disso, uma fracdo significativa de Pb
insolivel pode ser incorporada em material particulado ou como ions sorvidos ou como
cobertura de superficie em sedimentos, ou ainda pode ser transportada como parte da matéria
organica. A maior parte do Pb é retida nos solos e sedimentos e muito pouco € transportado em
aguas de superficie ou subterranea. No entanto, o retorno para as aguas de superficie, como
resultado da erosdo de particulas do solo contendo Pb ou através da conversdo de sulfato de
chumbo relativamente soltvel na superficie do solo/sedimento, pode ocorrer. Assim como pode
acontecer com o movimento vertical do Pb para &guas subterraneas, atraves da lixiviacdo
(Baird, 1999).
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2.2 — Aspectos da Técnica Analitica Empregada neste Estudo

2.2.1 - Espectroscopia de Massas com Plasma Acoplado Indutivamente:

A espectrometria de massas é uma ferramenta analitica instrumental que permite
separar espécies ionicas pela razéo entre a carga e a massa. Sua capacidade de identificacdo é
usada para ions de elementos, compostos simples e moléculas muito complexas, como 0s
biopolimeros de altos pesos moléculas, as vezes de massas >100.000 u. E possivel utiliza-la
tanto em analise qualitativa, por proporcionar uma identificacdo do elemento pelo espectro de
massas que gera, como em analise quantitativa, por ser um processo que ocorre
proporcionalmente a concentracdo das espécies. Esta técnica € considerada de grande
sensibilidade, podendo chegar a detectar espécies em nivel de pg.g™* (Houk, 1980).

A espectroscopia de massas é conhecida como uma técnica universal, visto que
serve para analisar misturas de substancias solidas, liquidas e gasosas, e também consegue
separar e detectar as espécies na presencga de matrizes complexas. Os espectros obtidos durante
as analises sdo gerados de forma répida, facilitando a sua aplicagcdo no controle de processos
em tempo real (Caruso, 2004).

A espectroscopia de massas € utilizada para obter informacdes sobre a constituicao
estrutural, a cinética, as caracteristicas fisico-quimicas e quanticas em moléculas organicas. Em
analises inorganicas, a sua capacidade de deteccdo de is6topos permite determinar a
composicdo elementar e isotdpica. A determinacdo de composicdo isotdpica constitui-se em
ferramenta de pesquisa nas areas clinica, geoquimica, geocronolégica, paleoambiental,
agrondmica, ambiental e de alimentos (Caruso, 2004).

A espectrometria de massas com fonte de plasma tem sido bastante descrito na
literatura (B"hymer e Caruso, 2004; B hymer et al., 2000; Caruso e Montes-Bayon, 2003;
Montes-Bayon et al., 2003). O acoplamento da fonte de plasma apresenta a capacidade de
quantificar individualmente cada is6topo, abrangendo elementos desde litio (Li) até uranio (U)
(Tompson, 1989).

Na espectroscopia de massas aplicada como metodo analitico, faz-se necessaria a
utilizacdo de uma fonte de energia para formar ions, além de um sistema para transportar estes
ions de forma representativa para o espectrometro, que serdo separados e encaminhados para o
detector (Figura 1). Na conducédo dos ions, o caminho livre médio deve ser suficientemente
longo, para que estes cheguem ao detector sem que haja colisGes, as quais causariam perda ou

transformacoes dos ions. O caminho livre médio depende do tamanho dos ions e da temperatura,
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e é inversamente proporcional ao vacuo no meio. O transporte dos ions da-se em trajetorias
dependentes de sua razdo carga/massa e pela acdo de campo elétrico ou magnético (B hymer &
Caruso, 2006).

O plasma com acoplamento indutivo (ICP, do inglés, Inductively Coupled Plasma)
forma-se numa tocha de quartzo, cujo extremo é centralizado no interior de uma bobina de
inducdo eletromagnética que é alimentada por uma fonte de radiofreqiiéncia. A tocha é
constituida por trés tubos concéntricos com entradas de gas independente em cada secdo anular.
Na secéo central, é introduzido o gas que permite o transporte da amostra na forma de aerossol,
ja na secdo intermediaria, um fluxo de gés auxiliar é utilizado para estabilizar o plasma no
decorrer da introducdo da amostra, e na se¢do anular externa, é introduzido, tangencialmente,

0 gas com o qual o plasma € gerado (B hymer e Caruso, 2006).

Plasma
Interface

Quadrupolo

Plasma l

Gés Auxiliar |

/E“"\

Gés deArraste - Camara
Pulv.
Entrada da : Fantas Detector
Amostra Mebulizador

Figura 1. Esquema de funcionamento de um espectrofotdmetro de massas com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS) (Agilent Technologies, 2008)
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3-0OBJETIVO:

3.1-Geral
Este trabalho tem como objetivo aperfeicoar um método simples, rapido e eficiente
para determinacdo de metais pesados em agua, empregando a extracdo em fase sélida e

posterior analise por espectroscopia de massas com plasma acoplado indutivamente.

3.2 — Especificos

v Avaliar, na etapa de extracdo/pré-concentracdo dos MPs (Cd e Pb) em amostras de agua,
0 uso de dois tipos de resinas trocadoras de cations (Sephadex® e Chelex-100®);

v Otimizar uma metodologia analitica simplificada e verificar a sua eficiéncia, em termos
de recuperacéo;

v Aplicar a metodologia para analise de amostras reais (aguas superficiais provenientes
do lgarapé do Sabino), e

v Avaliar os niveis de contaminacdo por MPs, no sistema aquatico estudado.
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4 - PARTE EXPERIMENTAL:

4.1 — Materiais e Métodos:

Foram utilizados os seguintes reagentes: &cido nitrico P.A. (65% pureza, Vetec);
solucdes estoque a 1000 mg.L* dos MPs Pbh?* e Cd?* (Carlo Erba). Como fase estacionaria para
SPE, foram utilizadas as resinas trocadoras de cétions, uma fortemente acida (Chelex- 100®),
de coloracdo amarelo-castanha, constituida de um hidrogel de estireno-divinilbenzeno contendo
grupamentos acidos aminodiacéticos (Lab. Biorad, Califérnia, EUA), e 0 Sephadex® A-25,
obtida do fabricante Sigma (Alemanha). A &gua utilizada para todos os procedimentos foi
deionizada em sistema Direct-Q (Millipore Co.). Toda a vidraria e materiais utilizados para as
analises dos metais pesados foi lavada abundantemente com agua destilada, antes de serem
imersos em solugdo de HNOs a 20% (v/v) (para material de amostragem) e 5 mol.L™ (para
vidrarias de uso em analises), durante 3 dias. Apds este periodo, o material foi enxaguado com
agua deionizada, seco ao ar e embalado com filme de PVC, antes do uso.

Foram preparadas solugdes-estoques de 1000 mg.L dos metais em agua contendo
0,1% (v:v) de HNO3. As solucdes de trabalho foram diluidas a partir destas, com solu¢do de
HNO3z a 0,1% (v/v).

4.2 — Instrumentacao:

Para a determinacgéo das concentragcdes dos MPs, foi utilizado um espectrémetro de
massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) do fabricante Varian (Modelo 700ES),

nas seguintes condi¢cdes operacionais apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. CondicGes operacionais do sistema ICP-MS

Fluxo do plasma 15,9 L/min
Fluxo auxiliar 1,53 L/min
Fluxo do gas 0,17 L/min

Fluxo do nebulizador 0,91 L/min
Poder RF 1,34 KW
Rotagdo da bomba 4 rpm
Atraso do estabilizador 10s
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Os limites de deteccéo, fornecidos pelo instrumento, para os MPs Cd e Pb foram de
0,012 pg.Lt e 0,016 pg.L?, respectivamente. Tais LDs foram obtidos mediante calculo que

considera trés vezes o ruido do instrumento.

4.3- Otimizacao da Metodologia de Extracdo dos Metais Pesados:

Empregou-se o estudo de recuperacdo dos MPs, partindo-se de certa concentracdo
do analito presente na amostra fortificada e a concentracéo que, de fato, foi determinada pelo
método analitico empregado. Este experimento consistiu na adi¢cdo de quantidades conhecidas
dos metais a amostra de agua deionizada, seguida da sua extracdo utilizando diferentes
adsorventes. Em seguida, os teores dos MPs foram analisados por ICP-MS.

Foram testadas as capacidades de retencdo dos cartuchos com uma solugédo
contendo uma mistura dos metais Pb e Cd, em meio &cido.

Inicialmente, os cartuchos foram preparados com dois diferentes tipos de
adsorventes: um com resina Chelex-100® e outro com Sephadex®. A seguir, amostras de mesma
concentracdo do MP foram percoladas através dos cartuchos. Apds a etapa de pré-concentracgéo,
secou-se cada cartucho, utilizando véacuo, e os analitos foram eluidos, utilizando-se 30 mL de

HNOs 4 mol.L™. Ap6s a etapa de pré-concentragdo, as amostras foram analisadas via ICP-MS.

4.4 — Aplicacdo do Método para Analise de Amostras Reais:

4.4.1 - Caracterizacdo da area de estudo e amostragem:

O lgarapé do Sabino (sub-bacia do Sabino) é um afluente da margem direita do Rio
Tibiri. A Bacia do Tibiri localiza-se no Municipio de Sdo Luis-Ma, na parte sudeste da Ilha do
Maranhao, entre as coordenadas 02° 35’ € 02° 43” Sul e 44° 10’ ¢ 44° 18> W de Greenwich.
Limita-se a leste com a bacia do rio Tijupa e a bacia do rio Jeniparana, a Oeste com o Distrito
Industrial de S8o Luis, ao norte com o Aeroporto Marechal Cunha Machado e o Parque de

Exposi¢cdo Agropecudria, e ao sul com a baia de Sao José, onde desdgua (Figura 2).
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Figura 2 — Localizacéo da Bacia do Tibiri e defini¢do dos locais de amostragem (Silva, 2001).

4.4.2- Amostragem:

Os locais de coleta da 4gua na Sub-bacia do Sabino foram estabelecidos de forma
a assegurar que a amostragem fosse significativa para a caracterizacdo do sistema aquatico.
Foram escolhidos quatro pontos de coletas, todos ao longo do canal principal (Sabino),
conforme se pode observar na Figura 3. Nesta figura, encontra-se destacado (em cor verde
claro) o aterro sanitario da Ribeira, que se encontra bem préximo ao lgarapé. A Tabela 2
apresenta uma descricdo detalhada dos pontos de amostragem.

O monitoramento ambiental foi realizado escolhendo-se 4 pontos da sub-bacia do
Sabino (lgarapé) para coletas das amostras (Figura 4). O primeiro ponto no alto curso; o
segundo e o terceiro, no médio curso, e o quarto, no baixo curso, onde o igarapé desadgua no rio
principal (Tibiri). Os locais de amostragem foram estabelecidos de forma a assegurar que a
amostra fosse significativa para a caracterizacdo do sistema, no que se refere a concentracéo

dos MPS selecionados para esse estudo.
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Figura 3 — Localizacdo do Igarapé do Sabino e do Aterro da Ribeira (verde claro) (Campos, 1998).
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Figura 4 — Localizacdo do Aterro da Ribeira e dos pontos de coleta no Igarapé do Sabino (Campos,
1998).

4.4.3- Preparo de amostras:

Uma vez no laboratdrio, as amostras de dgua anteriormente coletadas no Igarapé do
Sabino foram filtradas em membrana de acetato de celulose, 0,45um de porosidade, para a
remocdo de possiveis particulas em suspensdo. Posteriormente, foram submetidas a etapa de
pré-concentracdo, tendo sido 200 mL das amostras percoladas através do cartucho recheado
com a resina trocadora de cation. Em seguida, os analitos foram eluidos através da passagem
de um volume de 30 mL de HNO3z 4 mol.L™. Apos essa etapa, as amostras foram analisadas via
ICP-MS.
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Tabela 2. Identificagéo dos locais de coletas das amostras

Locais de Descricéo

coletas

Ponto 1 e Proximo ao Aterro da Ribeira, onde os efluentes do Aterro
séo lancados na agua, a jusante do aterro. Coordenadas
Geograficas: 02° 38* 49,1” S e 44° 14’ 50,8 W de Gmt.

Ponto 2 . - ) »

e C(Coordenadas Geograficas: 02° 38* 317 S e 44° 14’ 18,5” W

de Gmt.

Ponto 3 e Préximo ao lugar chamado Campina. Coordenadas
Geograficas: 02° 38* 34,9” S ¢ 44° 13° 73,8” W de Gmt.

Ponto 4 e Na foz do rio Sabino, onde ele desagua no rio Tibiri.
Coordenadas Geograficas: 02° 38’ 14,17 S e 44° 13” 48,4” W
de Gmt.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO:

5.1 - Estudo da Extracdo em Fase Solida

5.1.1 - Avaliacdo de diferentes adsorventes utilizados no processo de extracdo:

A Tabela 3 apresenta os valores de recupera¢do obtidos para 0 método de extracdo
utilizando cartuchos preparados com os adsorventes Sephadex® e com o Chelex-100®. Foi
utilizado, neste estudo, o volume de amostra de agua de 200 mL, fortificada com 0,5 mg.L™" e

2 mg.L* de Cd e Pb, respectivamente.

Tabela 3. Valores de recuperacao variando o tipo de adsorvente utilizado na extragdo dos MPs

Sephadex® Chelex-100®
Metais
Rec. (%) CV (%) Rec. (%) CV (%)
Cadmio ND - 86,1 3,5
Chumbo 14,8 5,8 75,5 1,93

ND = N&o detectado; Rec. = Recuperacdo; CV = Coeficiente de variacdo

A andlise de MPs pode ser facilitada pela sua pré-concentracdo, uma vez que, em
amostras reais, estes contaminantes podem encontrar-se em teores muito abaixo do limite de
deteccdo do instrumento, seja por espectroscopia de absorcao atdmica, seja por ICP-MS.

Analisando a Tabela 3, pode-se observar que os valores das recupera¢fes sao mais
satisfatorios quando se trabalha com resina trocadora de cations Chelex-100®, com
recuperacdes médias de 86,1% e 75,5% de recuperacdo para Cd e Pb, respectivamente. O
adsorvente Sephadex ndo forneceu bons resultados na pré-concentracdo (baixos resultados de
recuperacgdo) para o Pb e nenhuma detectabilidade para o Cd. Acredita-se que a ineficiéncia do
Sephadex, como material adsorvente para os MPs em estudo, esteja relacionada com a presenca
de ligagdes glicosidicas em sua estrutura, sendo esse tipo de ligacao susceptivel ao ataque acido.
O mesmo apresentou propriedades de entumescimento, dificultando a percolagdo da amostra
pelo cartucho de extragdo. Assim, na etapa final do trabalho, por ocasido das amostras reais,
optou-se pelo uso da resina Chelex-100® como fase adsorvente.
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5.1.2 — Curvas analiticas:

As curvas correspondentes para 0os MPs estudados estdo apresentados nas Figuras.
5 e 6. Observou-se linearidade satisfatoria para ambos os casos. Através das curvas pode-se
avaliar também a sensibilidade do método para cada metal, ja que quanto maior a inclinagdo da

curva, mais sensivel € o método.
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Figura 5: Curva analitica obtida para o metal pesado cadmio (Cd).
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Figura 6: Curva analitica obtida para o metal pesado chumbo (Pb).
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5.1.3 — Determinacdo de Pb e Cd nas amostras de agua:

Foi realizado um monitoramento dos teores dos MPs nas aguas do lgarapé do
Sabino de Fev/2006 a Jan/2007.

Como pode ser visto na Figura 7, o Pb foi encontrado na grande maioria dos meses
do ano, com o agravante de gque sua concentracdo esteve proxima ao limite estabelecido pela
legislacdo ambiental (Resolucdo do CONAMA n° 357 de 03/2005), em alguns meses.
Acredita-se que a presenca deste metal toxico em concentracOes elevadas esteja relacionada a
proximidade do lgarapé do Sabino ao Aterro Municipal da Ribeira, onde sdo depositadas,
diariamente toneladas de lixo provenientes do Municipio de Sdo Luis-MA.

Os principais usos do chumbo estdo direcionados as industrias extrativas,
petrolifera, de baterias, tintas e corantes, ceramica, cabos, tubulagdes e munigdes. A presenca
de chumbo e cddmio no solo e em aguas superficiais e subterraneas proximas de aterros origina-
se na grande maioria de baterias e pilhas que sdo depositadas nos mesmos, sem que haja um
acondicionamento adequado, fato que tem preocupado os pesquisadores e o meio cientifico em
geral.

O liquido que escorre do lixo no processo de decomposi¢do — o chamado chorume,
de carater acido. Uma parte dele infiltra no solo e pode chegar a atingir as camadas mais
profundas e até contaminar os len¢ois freaticos. Se o lgarapé recebe MPs, o fictoplancton e o
zooplancton alimentam-se também desses elementos: 0s crustaceos sdo contaminados ao se
alimentarem deles e 0s peixes, por sua vez, também sdo intoxicados pelos metais. Pode-se
inferir que o homem que se alimenta do peixe daquele corpo d’agua, também esteja sendo
contaminado lentamente. O Pb encontrado em muitas das amostras analisadas, é capaz de
ocasionar sérios problemas aos seres vivos; 0s sintomas sdo mascarados e as doencas ndo sao
detectadas facilmente.

Nos ecossistemas aquaticos, algumas populacGes de invertebrados sdo mais
sensiveis que outras, e a estrutura das comunidades podem ser diversamente afetadas pela
contaminag&o por Pb; no entanto, populacdes de areas poluidas podem mostrar maior tolerancia

ao Pb em relacéo as de area nao-poluidas (WHO, 1995).
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Figura 7: Variag&o dos teores de Pb encontrado nas amostras de &gua do Igarapé do Sabino, em fungéo
da localidade e do tempo.

O sistema nervoso, a medula 6ssea e 0s rins sdo considerados 0rgaos criticos para
0 Pb, pois a presenca desse metal no organismo interfere nos processos genéticos ou
cromossomicos e produz alteracdo na estabilidade da cromtina em cobaias, inibindo o reparo
de DNA e atuando como promotor do cancer. Alguns casos de contaminagdo por Pb foram
evidenciados em Bauru (SP), onde uma industria de baterias e acumuladores de eletromotivos
lancava seus efluentes ricos em Pb no manancial da regido (Poluicdo por Chumbo em Bauru,
2003).

Pela Figura 8, pode-se observar que o mesmo ocorreu com o metal Cd, cujos teores
excederam o recomendado pela legislacdo ambiental brasileira, em alguns meses do ano.

Sousa et al. (2004), em estudos realizados no Igarapé dos Tangues (RO), detectaram
concentracgdes altas dos metais pesados Hg, Mn, Zn, Cr, Cu, Pb, Co, Fe, e Cd em amostras de
sedimentos e particulados em suspensdo, caracterizando uma contaminacgdo consideravel nesse
sistema aquatico.
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Figura 8: Variagdo dos teores de Cd encontrado nas amostras de agua do Igarapé do Sabino, em funcao
da localidade e do tempo.

No Igarapé do Sabino, em alguns meses do ano de 2006, os teores encontrados para
0s metais em estudo nas amostras de agua estiveram préximos ou acima dos valores
estabelecidos pela resolucdo CONAMA, como foi observado. Este fato é preocupante, pois
evidencia uma séria contaminacdo, tanto nos organismos que vivem naguele ecossistema
aquatico, como na populacéo ribeirinha que se alimenta desses individuos. Acredita-se que 0s
MPs encontrados nas amostras de dgua do Igarapé do Sabino tém como origem pilhas e baterias
que sao lancadas no aterro da ribeira sem nenhum acondicionamento adequado.

Yabe e Oliveira (1998), em um estudo sazonal objetivando caracterizar a bacia do
rio Cambé, no municipio de Londrina, Brasil, analisaram varios MPs em éagua superficial e
observaram que, ao longo do ano de 1997, as concentracGes de Pb extrapolaram em grande
proporcao os niveis maximos permitidos. Durante todo o percurso amostrado, houve a presenca
sistematica dos elementos Pb, Ni, e Cd, introduzidos por fontes cujas origens estd na
urbanizacéo e na industrializag&o.

Fernandes et al. (2007) avaliaram a concentracdo de metais pesados em areas
olericolas no Estado de Minas Grerais e constataram a presenca de diversos metais, embora 0s
teores tenham sido, de forma geral, baixos. Os teores de Cd observados foram de 0,001 mg/L.

Santos et al. (2006) detectaram a presenca de MPs na Baia de Paranagua, Parana,
Brasil, com teores que variaram de 0,019 a 0,020 mg/L para Pb e 0,055 a 0,107 mg/L para o

Cu. Evidenciaram a importancia na avaliacdo de sedimentos que apresentam caracteristicas de
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indicadores para analise de MPs porque permanecem, enquanto as aguas estdo sempre se
renovando.

De acordo com os resultados aqui apresentados, é de extrema preocupacdo a
situacdo do ecossistema aquatico estudado, no tocante a manutencdo da qualidade do corpo
d’4gua e da biota. As atividades antropicas, provenientes do Aterro e do Distrito Industrial, tem
favorecido este processo de degradacdo e de maneira sistematica, levando ao desequilibrio
ecologico, refletindo negativamente em todo o lgarape.

No caso especifico do Aterro Municipal da Ribeira, acredita-se em uma necessidade
de um processo operacional mais eficiente, visto que ndo estdo sendo levados em consideragéo
0s principios voltados para uma preservacao ambiental. Dessa forma, h& necessidade de acdes
que revertam o estado de degradacao em que se encontra o ecossistema aquatico do Igarapé do
Sabino, bem como acdes dos érgdos competentes para que o Aterro ndo continue sendo

degradado.
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6- CONCLUSAO:

O método baseado na extracdo em fase solida e espectroscopia de massas com
plasma indutivamente acoplado para a anélise dos teores dos MPs Cadmio e Chumbo em
amostras de aguas superficiais foi otimizado. A técnica de extragdo em fase solida possibilita
efetuar as etapas de extracdo e pré-concentracdo simultaneamente; minimizando manipulacéo
da amostra; elimina possiveis interferentes e reduzindo o tempo de anélise.

Este estudo mostrou que para a extracdo dos MPs selecionados utilizando SPE, os
melhores resultados foram obtidos com resinas trocadoras de cations e eluicdo com HNO3 4
mol/L. ja os resultados obtidos com a resina Sephadex nao foram satisfatorios.

No que se refere as amostras analisadas oriundas do Igarapé do Sabino, foram
detectados teores dos MPs em praticamente todos 0os meses do ano, estando, em alguns casos,
acima dos limites estabelecidos pela Resolucdo CONAMA n° 357 de 03/2005. Possivelmente,
0S organismos aquaticos que vivem no Igarapé do Sabino estdo contaminados pelos referidos
metais pesados.

Diante dos resultados obtidos, ressalta-se a importancia de medidas corretivas e

contensivas urgentes pelos 6rgdos competentes.
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